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1. Einleitung   1 
1 Einleitung 
 
1.1 Mikrobielle lineare Plasmide - Vorkommen und Funktion 
Lineare Plasmide sind in vielen sowohl eukaryotischen als auch prokaryotischen Spezies 
gefunden worden. Das erste lineare Plasmid prokaryotischen Ursprungs wurde in Streptomyces 
rochei (Hayakawa et al., 1979) entdeckt. Seitdem wurden weitere lineare Plasmide in 
Streptomyces spp. (Kinashi et al., 1987; Chen et al., 1993; Evans et al., 1994; Kinoshita-Iramina 
et al., 1997; Ravel et al., 1998; Suwa et al., 2000; Spatz et al., 2002), Rhodococcus spp. (Kalkus 
et al., 1990; Crespi et al., 1992; Dabrock et al., 1994; Kosono et al., 1997; Masai et al., 1997; 
Saeki et al., 1999; Shimizu et al., 2001; Stecker et al., 2003; Taguchi et al., 2004; Sekine et al., 
2006), Mycobacterium spp. (Picardeau & Vincent, 1997; Picardeau & Vincent, 1998; Le Dantec 
et al., 2001; Coleman & Spain, 2003), Planobispora sp. (Polo et al., 1998), Clavibacter sp. 
(Brown et al., 2002) und in anderen Vertretern aus der Klasse der Actinobakterien (z.B. 
Terrabacter spp., Gordonia spp. und Nocardioides spp.; vgl. Chater & Kinashi (2007), Chen 
(2007), Fetzner et al. (2007), Francis et al. (2007)) gefunden. Die ersten linearen Plasmide in 
Hefen wurden im Zytoplasma von Kluyveromyces lactis (Gunge et al., 1981) gefunden. Aber 
auch in weiteren eukaryotischen Vertretern, wie den Hefen Debaromyces hansenii (Gunge et 
al., 1993), Pichia acaciae (Worsham & Bolen, 1990; Jeske & Meinhardt, 2006), P. inositovora 
(Ligon et al., 1989), Saccharomyces kluyveri (Hishinuma & Hirai, 1991) und Wingea robertsiae 
(Klassen & Meinhardt, 2002) und den filamentösen Pilzen Claviceps purpurea (Oeser & 
Tudzynski, 1989), Neurospora crassa (Court et al., 1991), N. intermedia (Bertrand et al., 1985; 
Bertrand et al., 1986) und Podospora anserina (Hermanns & Osiewacz, 1996) wurden lineare 
Plasmide gefunden. 
Lineare Plasmide codieren beispielsweise für katabole Stoffwechselwege (Dabrock et al., 1994; 
Kosono et al., 1997; Masai et al., 1997; Saeki et al., 1999; Shimizu et al., 2001; Coleman & 
Spain, 2003; Taguchi et al., 2004; Warren et al., 2004; Kulakov et al., 2005; McLeod et al., 
2006; Sekine et al., 2006), Wasserstoffautotrophie (Kalkus et al., 1990), Virulenzfaktoren 
(Crespi et al., 1992), Schwermetallresistenzen (Dabrock et al., 1994; Ravel et al., 1998; Stecker 
et al., 2003), Killertoxine (Schaffrath & Meinhardt, 1998; Larsen & Meinhardt, 2000; Klassen & 
Meinhardt, 2002; Klassen & Meinhardt, 2003; Klassen & Meinhardt, 2005; Paluszynski et al., 
2007) und für die Produktion von Sekundärmetaboliten (Kinashi et al., 1987; Suwa et al., 2000). 
Dabei variieren lineare Plasmide in ihrer Größe von 11,7 bis über 600 kb und die meisten von 
ihnen können konjugativ übertragen werden (Chen et al., 1993; Meinhardt et al., 1997; 
Picardeau & Vincent, 1998; Ravel et al., 2000). Lineare Plasmide in Arthrobacter spp., welche 
ebenfalls zu den Actinobakterien gehören, waren bisher unbekannt. 
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1.2 Replikationsmodelle linearer Replikons 
Generell sind zwei Typen von linearen Plasmiden beschrieben. Der erste Typus der 
sogenannten Haarnadel(hairpin)-Plasmide besitzt terminal kovalent geschlossene Enden 
(erstmals beschrieben von Kikuchi et al. (1985)), wie beispielsweise die linearen Plasmide von 
Bakterien des Genus Borrelia (Hinnebusch & Tilly, 1993; Casjens, 1999); für eine Übersicht zum 
Replikationsmechanismus siehe Kobryn & Chaconas (2001)). Der zweite Typus hingegen 
besitzt 5’-terminale, kovalent gebundene Proteine (Kalkus et al., 1990; Meinhardt et al., 1990; 
Dabrock et al., 1994; Bao & Cohen, 2001; Shimizu et al., 2001; Stecker et al., 2003). Letztere 
sind die weitaus häufiger verbreiteten linearen Plasmide. Sie zeichnen sich durch terminal 
invertierte, repetitive Sequenzen (TIRs) aus und werden aufgrund dieser Eigenschaften zu den 
genetischen Elementen der sogenannten Invertrons (Sakaguchi, 1990) gezählt.  
Untersuchungen an Invertrons bei Streptomyceten zeigten, dass die Replikation von einem 
internen Replikationsursprung (origin of replication, ORI) bidirektional beginnt, wie 
beispielsweise bei dem linearen Plasmid pSLA2 aus S. rochei (Chang & Cohen, 1994). Dies 
führt zu Replikationsintermediaten mit 3’-Überhängen am parentalen Strang, da bei 
diskontinuierlicher Synthese des Folgestrangs kein RNA-primer in der terminalen Region binden 
kann, was letztendlich zur Verkürzung des Folgestranges führen würde (Abbildung 1). 
 
  
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Telomerenverkürzung nach bidirektionaler Replikation 
ausgehend von einem internen ORI. 
 
Auch das lineare Plasmid pAL1 aus Arthrobacter nitroguajacolicus Rü61a (Overhage et al., 
2005; Parschat et al., 2007) besitzt diese für Invertrons typischen Strukturen. Mit den TIRs kann 
die überhängende 3’-Einzelstrang-DNA (vgl. Abbildung 1) durch komplementäre 
Hybridisierungen komplexe Haarnadelstrukturen ausprägen (Huang et al., 2003; Chen, 2007). 
Die ersten untersuchten Plasmide aus Streptomyces spp. besaßen alle solche TIRs in Längen 
von mehreren Hundert Basenpaaren, was Hirochika et al. (1984) dazu veranlasste, die 
Hypothese aufzustellen, dass diese TIRs von speziellen Proteinen in einer rahmenartigen 
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Struktur zusammengehalten werden. Jedoch wurden daraufhin noch weitere lineare Plasmide 
actinomycetalen Ursprungs beschrieben, die TIRs mit einer Länge von weniger als hundert 
Basenpaaren besaßen (Chater & Kinashi, 2007). Im Fall der linearen Plasmide pHG201 und 
pHG205 aus R. opacus sind solche TIRs sogar nur 3 bp lang (Kalkus et al., 1998). Somit konnte 
die Hypothese, dass die durch TIRs mögliche Sekundärstruktur linearer Plasmide von speziellen 
Proteinen in einer Rahmenstruktur stabilisiert wird, für lineare Replikons mit solchen kurzen 
TIRs verworfen werden. Dennoch bilden die terminalen 3’-Überhänge ausnahmslos aller 
bekannten linearen Plasmide actinomycetalen Ursprungs durch palindromische Sequenzen 
komplexe Sekundärstrukturen aus (Chen, 2007). Außerdem besitzen die Termini solcher 
Plasmide im doppelsträngigen Zustand immer 5’-terminal kovalent gebundene Proteine (Chater 
& Kinashi, 2007). Interessanterweise deuten weitere Untersuchungen darauf hin, dass 
Chromosome von Streptomyces spp. ebenfalls als lineare Invertrons vorliegen und ebenso 5’-
terminal kovalent gebundene Proteine besitzen (Lin et al., 1993; Chen et al., 2002). Die 
vorhergesagte Sekundärstruktur der ersten 232 Nukleotide des 3’-Stranges des Chromosoms 
von S. lividans (Chen, 2007) 
sieht der vorhergesagten 
Sekundärstruktur des rechten 
SLP2-Terminus (Huang et al., 
2003; Abbildung 2) sehr 
ähnlich. 
  
 
 
Abbildung 2: Postulierte 
Sekundärstrukturen des linken 
(links, 241 Nukleotide) und des 
rechten Terminus (rechts, 232 
Nukleotide) des linearen 
Plasmids SLP2 aus S. lividans 
(modifizierte Abbildung aus 
Huang et al. (2003)). Die 
einzelnen Palindrome sind mit 
römischen Ziffern nummeriert. 
Die schwarz hinterlegten 
Bereiche entsprechen den 
homologen Sequenzen der 
Haarnadelstrukturen in den 
Genomen von autonomen 
Parvoviren. 
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Bisher sind viele telomere Sequenzen von Streptomyces spp. bekannt, die vor allem in ihren 
palindromischen Sequenzen hoch konserviert sind. Daher werden diese terminalen Sequenzen 
auch als archetypische Telomere bezeichnet (Chen, 2007), die wahrscheinlich aufgrund der 
starken palindromischen Sequenzkonservierung alle sehr ähnliche Sekundärstrukturen 
ausbilden. Dabei schließen die erzeugten Haarnadelstrukturen fast ausnahmslos mit der 
Nukleotidsequenz G-N-A (vgl. Abbildung 2), wobei N einem beliebigen Nukleotid entspricht, 
jedoch sehr häufig ein C ist. Dieses letzte Nukleotid stellt die einzige nicht-hybridisierende Base 
nach einer Purin-Purin-Basenpaarung (sheared purine-purine pairing) von G und A dar und 
bildet somit die Schleife in diesen Haarnadelstrukturen aus (Zhu et al., 1995; Chou et al., 1997). 
Solche Haarnadelstrukturen sind sehr stabil und werden auch nicht durch Einzelstrang-
spezifische Endonukleasen erkannt (Chou et al., 1997). Interessant ist, dass solche Strukturen 
auch in den Genomen von autonomen Parvoviren gefunden werden, welche aus Einzelstrang-
DNA-Molekülen bestehen und terminal Haarnadelstrukturen ausbilden (Astell et al., 1979). 
Dabei sind diese durch Palindrome ausgeprägten Haarnadelstrukturen von autonomen 
Parvoviren in ihrer Sequenz ebenfalls stark konserviert und in den terminalen 
Sequenzabschnitten der Haarnadelstrukturen sogar homolog zu denen der Streptomyceten (vgl. 
Abbildung 2, schwarz hinterlegte Sequenzen). Ein sehr charakteristisches Merkmal ist weiterhin 
die Ausbildung einer Y-artigen Sekundärstruktur („rabbit ears“, vgl. Abbildung 2) durch die 
Hybridisierung der komplementären Regionen der Palindrome I bis IV. Diese charakteristische 
Region wurde als Interaktionsstelle für das Telomer-assoziierte Protein (Tap) aus S. lividans  
identifiziert (Bao & Cohen, 2003). Im aktuell als am warscheinlichsten geltenden „Fold-back“-
Modell für das Auffüllen der einzelsträngigen DNA-Termini linearer Replikons (Chen, 2007; 
Abbildung 3) wird angenommen, dass Tap zunächst spezifisch an die durch die Palindrome II 
und III ausgebildete Y-artige Sekundärstruktur bindet (Bao & 
Cohen, 2003). Danach kann Tap ein terminales Protein (TP) 
binden und dieses spezifisch in die terminale Region des linearen 
Replikons dirigieren (diese Schritte sind in Abbildung 3 nicht 
gezeigt). Es konnte gezeigt werden, dass entweder nach oder vor 
dieser Positionierung ein noch unbekannter Threoninrest des TPs 
von S. coelicolor von einem ebenfalls noch unbekannten Protein 
mit einem dCMP modifiziert wird (Yang et al., 2006). Somit wird 
das erste Nukleotid und damit eine freie 3’-Hydroxylgruppe für die 
Auffüllreaktion des Einzelstranges zur Verfügung gestellt.  
Abbildung 3: Das „Fold-back“-Modell für lineare Replikons der Streptomyceten (aus Chen (2007)). 
Der parentale bzw. Tochter-Strang ist mit einer dicken bzw. dünnen Linie dargestellt. Der offene 
Pfeil repräsentiert die DNA-Polymerase, die die Synthese des fehlenden Stranges ausgehend vom 
TP (gefüllter Kreis) katalysiert. Die Palindrome sind in römischen Ziffern nummeriert.  
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Während erste Versuche darauf hindeuteten, dass die DNA-Polymerase I diese Auffüllreaktion 
katalysiert (Bao & Cohen, 2004), zeigen aktuelle Untersuchungen, dass diese nicht essentiell ist 
und auch weitere zelleigene Polymerasen diese Reaktion bewerkstelligen können (Huang & 
Chen, 2008).  
Eine alternative Strategie, die terminalen Verkürzungen linearer Replikons zu vermeiden, wird 
im „Sliding-back“-Modell für den Bacillus subtilis Bakteriophagen Φ29 beschrieben (Abbildung 
4). Das 19285 bp lange, doppelsträngige Genom dieses Phagen besitzt nur 6 bp lange TIRs mit 
einem 5’-terminal kovalent gebundenen Protein und gehört damit ebenso zu den genetischen 
Elementen der Invertrons (Sakaguchi, 1990). Es codiert selbst für das TP (Protein p3) und eine 
Typ-B DNA-Polymerase (Φ29 DNA-Polymerase, Protein p2). Im Gegensatz zu dem „Fold-back“-
Modell der Streptomyceten (Abbildung 3) besitzt dieses System keinen internen ORI, sondern 
jeweils einen ORI an beiden Termini.  Das den Histonen ähnliche dsDNA-Bindeprotein p6 bindet 
dabei zunächst an beiden Termini des Φ29 Genoms und trägt dort wahrscheinlich zu einer 
initialen Aufschmelzung der doppelsträngigen DNA bei (Serrano et al., 1990). Von dort aus kann 
die Φ29 DNA-Polymerase das erste 
dAMP an die Hydroxylgruppe des Serin 
232 von TP kondensieren (Mendez et 
al., 1997). Dieses erste dAMP hybri-
disiert aufgrund der Bindestelle von TP 
jedoch mit dem komplementären dTMP 
an der zweiten Position. Der initiale TP-
dAMP-Komplex weicht darauf um eine 
Position zurück und hybridisiert somit 
mittels seines dAMP mit dem ter-
minalen dTMP (Mendez et al., 1992). 
Von dieser Position ausgehend kann 
die Φ29 DNA-Polymerase durch 
Strang-Verdrängung den kompletten 
komplementären Strang synthetisieren.  
 
Abbildung 4: Das „Sliding-back“-Modell des Bakteriophagen Φ29 (modifizierte Abbildung aus 
Mendez et al. (1992)).  
Die Addition des ersten Nukleotids (dAMP) an die freie Hydroxylgruppe des Serin 232 vom TP 
erfolgt im Initiations-Schritt komplementär zur zweiten komplementären Base (T). Daraufhin 
kommt es in dem Umlagerungs-Schritt zu einer Bewegung des TP-dAMP-Komplexes zur ersten 
komplementären Base (T). Der umgelagerte TP-dAMP-Initiationskomplex wird daraufhin im 
Elongations-Schritt bis zur kompletten Replikation des templates von der Φ29 DNA-Polymerase 
(grau) verlängert. 
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Die hohe Prozessivität und die Fähigkeit zur Strang-Verdrängung machen ein Vorhandensein 
weiterer Proteine, wie einer DNA-Helikase oder anderer akzessorischer Prozessivitätsfaktoren, 
überflüssig (Blanco & Salas, 1996). Jedoch sind in vivo neben der Φ29 DNA-Polymerase 
(Protein p2), dem TP (Protein p3) und dem Histon-ähnlichen p6 noch Einzelstrang-
Bindeproteine (Protein p5) für eine korrekte Replikation nötig (Salas et al., 1995). Die Fehlerrate 
der Φ29 DNA-Polymerase wird durch eine Korrekturlesefunktion (3’-5’-Exonukleasefunktion; de 
Vega et al. (1999)) niedrig gehalten, was für die Replikation eines solch großen Replikons 
unerlässlich ist.  
Die Beobachtung, dass einige TP-codierende lineare Replikons sowohl viralen als auch 
prokaryotischen Ursprungs (Salas, 1991) ähnlich wie beim Φ29 Genom sehr kurze TIRs 
besitzen, veranlasste Mendez et al. (1992) dazu, das „Sliding-back“-Modell als möglichen 
generellen Mechanismus für die Replikation ausgehend von TPs anzusehen. Mittlerweile konnte 
diese Hypothese schon bei weiteren viralen Replikationssystemen bestätigt werden. So konnte 
beispielsweise gezeigt werden, dass der Escherichia coli Bakteriophage PRD1 mit einer 
Phagen-eigenen DNA-Polymerase an dem vierten Nukleotid der TIRs 3’-CCCC des 
Phagengenoms seine Replikation initiiert (Caldentey et al., 1993). Ähnliches gilt auch für den 
Bakteriophagen Cp-1 von Streptococcus pneumoniae, welcher mit einer Phagen-eigenen DNA-
Polymerase an dem dritten Nukleotid der TIRs 3’-TTT des Phagengenoms seine Replikation 
initiiert (Martin et al., 1996). In beiden Fällen wird die telomere Struktur durch einen 
schrittweisen „Sliding-back“-Mechanismus wiederhergestellt. Aber auch für das adenovirale 
Replikationssystem (Adenovirus Typ 5) konnte ein solcher Mechanismus gezeigt werden. 
Hierbei wird von einer Phagen-eigenen DNA-Polymerase ab dem vierten Nukleotid der TIRs 3’-
GTAGTA des Virengenoms die Replikation initiiert. Die telomere Struktur wird dabei jedoch nicht 
schrittweise in einzelnen Nukleotidschritten wiederhergestellt, sondern durch einen Sprung des 
TP-CAT-Intermediates an die terminale, komplementäre 3’-GTA-Region (King & van der Vliet, 
1994; „jumping-back“-Mechanismus). 
Die linearen Plasmide der Hefen und filamentösen Pilze sowohl cytoplasmatischen als auch 
mitochondrialen Ursprungs replizieren ausgehend von einem Protein-primer nach dem 
Strangverdrängungsmechanismus von Adenoviren und  Φ29-ähnlichen Phagen (Klassen & 
Meinhardt, 2007). So wurde beispielsweise für die linearen, cytoplasmatisch lokalisierten 
Killerplasmide pGKL1 und pGKL2 aus der Hefe K. lactis ein dem „Sliding-back“-Modell analoges 
Replikationssystem diskutiert (Schaffrath & Meinhardt, 1998). Dabei besitzt das 8876 bp große 
pGKL1 ein 5’-terminal gebundenes TP mit einer Molekularmasse von 28 kDa, während das 
13457 bp große pGKL2 ein ebenso gebundenes TP mit einer Molekularmasse von 36 kDa 
besitzt (Stam et al., 1986). Das auf pGKL2 von ORF10 codierte TRF (terminal region recognition 
factor 1)-Protein  bindet die doppelsträngige DNA im TIR-Bereich. Dabei werden diesem Protein 
ähnliche Eigenschaften, wie dem Protein p6 des Bakteriophagen Φ29 zugeschrieben, die in 
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einer initialen Aufschmelzung der terminalen doppelsträngigen DNA bestehen (McNeel & 
Tamanoi, 1991; Tommasino, 1991). Interessanterweise codieren beide pGKL-Plasmide jeweils 
für ihre eigenen DNA-Polymerasen (ORF1 bei pGKL1 (Fukuhara, 1987) und ORF2 bei pGKL2 
(Schaffrath et al., 1995; Takeda et al., 1996)), die nicht gegeneinander austauschbar sind 
(Gunge & Kitada, 1988). Hierbei ist erwähnenswert, dass der auf pGKL2 lokalisierte ORF2 
neben der DNA-Polymerase gleichzeitig auch für das pGKL2-spezifische TP codiert (Schaffrath 
et al., 1995; Takeda et al., 1996). Des Weiteren codiert pGKL2 für eine putative Helikase 
(ORF4; Stark et al., 1990) und für ein Einzelstrang-Bindeprotein (SSB; ORF5; Schaffrath & 
Meacock, 2001). Die Erhaltung von pGKL1 ist absolut abhängig von der gleichzeitigen 
Anwesenheit von pGKL2 (Meinhardt et al., 1997). 
 
1.3 Katabole Plasmide von Arthrobacter spp. unter besonderer Berücksichtigung von 
pAL1 aus A. nitroguajacolicus Rü61a 
Arthrobacter spp. sind für ihre mannigfachen katabolen Stoffwechselleistungen bekannt. Die 
entsprechenden Gene sind oftmals extrachromosomal auf konjugativen Plasmiden organisiert. 
Bei allen bisher aus Arthrobacter spp. isolierten Plasmiden handelt es sich mit Ausnahme von 
pAL1 um zirkuläre Plasmide. Hierzu gehört beispielsweise das komplett sequenzierte, 165 kb 
große zikuläre Plasmid pAO1  aus A. nicotinovorans, welches die für den Abbau von Nikotin 
codierenden Gene trägt (Brandsch & Decker, 1984; Igloi & Brandsch, 2003). Aber auch weitere 
katabole Stoffwechselleistungen sind in diesem Genus häufig plasmidcodiert, wie 
beispielsweise der Abbau von 2-Nitrobenzoat, 4-Nitrophenol und 4-Nitrocatechol von A. 
protophormiae RKJ100 (Chauhan et al., 2000; Chauhan & Jain, 2000), der Abbau von 
Phenylharnstoff-Herbiziden von A. globiformis D47 (Turnbull et al., 2001), der Abbau von 
Phthalat von A. keyseri 12B (Eaton, 2001), sowie der Abbau von Carbaryl (Hayatsu et al., 
1999), 1-Naphthol (Hayatsu et al., 1999), S-Ethyl-N,N-dipropylthiocarbamat (Tam et al., 1987), 
Pyridin, Dimethylpyridin und Hydroxypyridin (Weinberger & Kolenbrander, 1979; Agapova et al., 
1992) durch weitere Arthrobacter spp. Eine Besonderheit stellt A. aurescens TC1 dar, welcher 
als erster Vertreter seiner Gattung komplett sequenziert worden ist. In Kombination mit seinen 
beiden zirkulären Plasmiden kann dieser Stamm weit über 500 verschiedene S-Triazin-
Verbindungen umsetzen (Shapir et al., 2007). Dabei codiert das 408 kb große Plasmid pTC1 
zusätzlich für den Abbau von Kynurensäure (Mongodin et al., 2006), während es in Kombination 
mit dem 300 kb großen Plasmid pTC2  seinem Wirt den Abbau von Isopropylamin ermöglicht 
(Mongodin et al., 2006).  
Bei A. nitroguajacolicus Rü61a handelt es sich um einen im Erdreich vorkommenden 
Organismus, der  Chinaldin (2-Methylchinolin) als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle 
nutzen kann (Hund et al., 1990; Fetzner, 1998). Diese Eigenschaft wird ihm durch den auf pAL1 
codierten „oberen Stoffwechselweg der Chinaldindegradation“ (Parschat et al., 2007) vermittelt, 
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in dem Chinaldin zu Anthranilat metabolisiert wird. Das 112992 bp große, lineare Plasmid pAL1 
besitzt insgesamt 103 offene Leserahmen (open reading frames, ORFs). Diese lassen sich in 
die drei funktionellen Gruppen „Katabolismus von Chinaldin und Anthranilat“, „Konjugation“ und 
„Plasmiderhaltung, DNA-Replikation und Reparatur“ unterteilen (Parschat et al., 2007). Da pAL1 
sowohl TIRs als auch 5’-terminal kovalent gebundene Proteine besitzt (Overhage et al., 2005), 
konnte es den genetischen Elementen der Invertrons zugeordnet werden. pAL1 ist das erste 
extrachromosomale Element der Gattung Arthrobacter, für das gezeigt werden konnte, dass es 
ein lineares Replikon ist (Overhage et al., 2005). Zu dieser Eigenschaft könnten die nur 5 bp 
langen TIRs mit der Sequenz 3’-GGACG einen essentiellen Beitrag liefern (vgl. „Sliding-back“-
Modell des Phagen Φ29, 1.2). Aber auch die zahlreichen palindromischen Sequenzen in 
terminalen Regionen von pAL1 könnten für dessen Replikation unabdingbar sein (vgl. „Fold-
back“-Modell linearer Replikons der Streptomyceten, 1.2). Allerdings weichen die postulierten 
Sekundärstrukturen (Parschat et al., 2007; Abbildung 5) von denen der Streptomyceten 
(Abbildung 2) signifikant ab. 
 
 
 
Abbildung 5: Postulierte 
Sekundärstrukturen des 
linken (links, 100 
Nukleotide) und des 
rechten Terminus 
(rechts, 100 Nukleotide) 
des linearen Plasmids 
pAL1 aus A. 
nitroguajacolicus Rü61a 
(aus Parschat et al. 
(2007)). Die einzelnen 
Palindrome sind grau 
hinterlegt und mit 
römischen Ziffern 
nummeriert. 
 
 
 
Interessanterweise sind die berechneten Sekundärstrukturen der beiden pAL1-Termini völlig 
divergent. Falls tatsächlich für pAL1 ein dem „Fold-back“-Modell der Streptomyceten ähnliches 
System zutreffend ist, so könnten die 3’-überhängenden Enden von unterschiedlichen Proteinen 
erkannt werden. Sequenzanalysen weisen auf die am rechten pAL1-Terminus liegenden ORFs 
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102 und 103 als mögliche Kandidaten für TP codierende ORFs hin (Parschat et al., 2007). 
Ebenso wurde mit dem ORF101 ein möglicher Kandidat für die Codierung des auch aus dem 
„Fold-back“-Modell der Streptomyceten bekannten Tap identifiziert (Parschat et al., 2007). Dabei 
ist jedoch erwähnenswert, dass das von ORF101 codierte Protein nur geringe Ähnlichkeiten in 
einem C-terminalen Bereich mit dem putativ orthologen TapL aus S. lividans (Bao & Cohen, 
2003) besitzt und mit 1707 Aminosäuren sehr viel größer als TapL mit seinen 739 Aminosäuren 
ist.  
 
1.4 Aufgabenstellung 
Das Plasmid pAL1 ist das erste lineare Plasmid, welches aus einem Organismus der Gattung 
Arthrobacter isoliert worden ist (Overhage et al., 2005). Seine Eigenschaften als Invertron 
lassen vermuten, dass sein Replikationsmechanismus in Anlehnung an unterschiedliche, bereits 
postulierte Modellvorstellungen erklärt werden könnte. Allerdings zeigen erste Analysen auch, 
dass putative Genprodukte und postulierte Telomerstrukturen deutlich von denen bekannter 
Systeme abweichen und daher nicht in Übereinstimmung mit bekannten Replikationssystemen 
zu bringen sind (1.3). Daher wäre es durchaus denkbar, dass pAL1 einen neuartigen, zumindest 
jedoch einen von bestehenden Modellen abweichenden Replikationsmechanismus besitzt. 
Um diese Fragestellung zu klären, sollten zunächst das terminale Protein bzw. die terminalen 
Proteine, die kovalent an pAL1 gebunden vorliegen, identifiziert werden. Parallel dazu sollten 
sowohl die postulierten Gene für die putativ terminalen Proteine (pAL1.102, pAL1.103) 
(Parschat et al., 2007) als auch das Gen für das putative TapL-Orthologe (pAL1.101) (Parschat 
et al., 2007) kloniert und mit einem geeigneten Fusions-tag heterolog bzw. homolog synthetisiert 
werden. Nach einer entsprechenden Anreicherung der Proteine sollten sowohl deren Interaktion 
miteinander als auch eine Interaktion der einzelnen Proteine bzw. einer Kombination dieser 
Proteine mit terminaler pAL1-DNA untersucht werden. Dabei sollte insbesondere die Spezifität 
der möglicherweise vorhandenen DNA-Bindeeigenschaften gegenüber terminaler pAL1-DNA 
analysiert werden. Außerdem sollten weitere am telomeren Komplex beteiligte Proteine 
identifiziert werden und eventuell ebenfalls bezüglich ihres spezifischen DNA-Bindevermögen 
gegenüber terminaler pAL1-DNA untersucht werden. Des Weiteren sollen mögliche katalytische 
Funktionen des angereicherten putativ TapL-orthologen Proteins charakterisiert werden, um 
Rückschlüsse auf seine funktionelle Bedeutung insbesondere im Zusammenhang mit dem 
Replikationsmechanismus von pAL1 ziehen zu können. 
Eine Aufklärung des Replikationsmechanismus von pAL1 könnte Informationen oder sogar ein 
neues Modell für den Replikationsmechanismus weiterer linearer Replikons liefern, 
beispielsweise für die Invertrons der stark mit Arthrobacter spp. verwandten Rhodococcen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Definitionen 
Enzymaktivität 
• DNA-Polymerasen 
Eine Enzymeinheit (Unit) ist definiert als die Menge Enzym, die benötigt wird, um die 
Inkorporation von 10 nmol dNTPs in säure-unlöslichem Material (bestehend aus einem 
Polynukleotidgemisch, adsorbiert an Diethylaminoethylcellulose [DE-81]) innerhalb von 
30 Minuten zu katalysieren. Um die optimale Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen, 
muss sowohl der Reaktionsansatz als auch die Reaktionstemperatur auf die eingesetzte 
DNA-Polymerase angepasst werden. 
 
• Topoisomerasen 
Eine Enzymeinheit (Unit) Topoisomerase entspricht der Enzymmenge in mg, die benötigt 
wird, um 50% von 1 µg superspiralisierter Vektor-DNA unter optimalen Bedingungen 
innerhalb von 30 Minuten zu entspannen.  
 
• Helikasen 
Diese Aktivität (Umsatzrate) wird in aufgeschmolzenen Basenpaaren pro Sekunde (bp/s) 
angegeben. Sie bezieht sich auf ein Molekül Helikase und darf nicht durch die 
Konzentration ihres Co-Substrats, Adenosintriphosphat (ATP) oder desoxy-
Adenosintriphosphat (dATP), limitiert sein. 
 
• Restriktionsenzyme 
Eine Unit Restriktionsenzym entspricht der Menge an Enzym, die benötigt wird, um 1 µg 
DNA des Phagen λ in einer Stunde unter optimalen Bedingungen in einem Gesamt-
volumen von 50 µl vollständig zu spalten. 
 
• Ligasen 
Für Ligasen ist die Weiss-Unit als die Menge an Enzym definiert, die bei 37°C in 20 min 
1 nmol [32P] aus Pyrophosphat zu [γ,β-32P]-ATP umsetzt (Weiss et al., 1968). 
 
Dalton (Da) 
 Ein Dalton entspricht 1/12 der Masse eines Kohlenstoffatoms (1,66054 × 10-24 g). 
 
Expect Value (E-value) 
Der Wert gibt die statistische Wahrscheinlichkeit nach einer Homologiesuche (BLAST-
/CD-Suche) an, mit der die gefundene Sequenz einem Zufallstreffer entspricht. 
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2.2 Bakterienstämme und Stammlagerung 
A. nitroguajacolicus Rü61a (Früher als A. ilicis Rü61a bezeichnet) (Dembek et al., 1989) 
Beschreibung: Wildtyp, pAL1+ 
SF-Stammsammlung Nr. 160 
Dieser Stamm diente als Spender für die Gene pAL1.101, pAL1.102 und pAL1.103, welche auf 
dem 112992 bp großen linearen Megaplasmid pAL1 (GenBank-Nr. AM286278.2) lokalisiert sind. 
Außerdem wurde dieser Stamm für die Synthese der durch die ORFs 102 und 103 codierten 
Proteine (pORF102 und pORF103) als Fusionsproteine genutzt. 
 
E. coli DH5α (Grant et al., 1990) 
Genotyp: supE44, ∆lacU169, (Φ80lacZ∆M15), hsdR17, recAI, endAI, gyrA96, thi-1, relA1, lac 
[F’ pro AB, lacqZ∆M15, Tn10 (tetr)] 
SF-Stammsammlung Nr. 250 
Dieser Stamm diente als Wirtsstamm für klonierte Plasmide der Ausgangsvektoren pART2, 
pMAL-c2x und pET-22b(+) (2.3). Er eignet sich besonders gut für die Lagerung von klonierten 
Plasmiden, da ihm neben seiner Rekombinase (recA) eine T7-RNA-Polymerase fehlt. Werden 
nun Gene, die für toxische Proteine codieren, in einen Vektor unter die Kontrolle eines T7 
Promotors kloniert (vgl. pET-22b(+), 2.3.3), so kann dieser Stamm die entsprechenden Gene 
nicht transkribieren und somit diese Plasmide stabil erhalten. 
   
E. coli Rosetta 2 (DE3) [pRARE2] (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 
Genotyp: F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE2 (Camr) 
SF-Stammsammlung Nr. 600 
Dieser Stamm ist ein E. coli BL21 (DE3)-Derivat und somit ebenfalls ein Lysogen des 
Bakteriophagen λDE3. DE3-Stämme tragen chromosomal das Gen für eine T7-RNA-
Polymerase unter der Kontrolle eines lacUV5 Promotors. Mithilfe von Laktose oder dem 
Allolaktose-Analogon Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) können sowohl das T7-RNA-
Polymerasegen als auch die einem T7 Promotor unterstellten Gene exprimiert werden. Diese 
befinden sich auf einem entsprechenden Vektorsystem und stehen häufig nochmals unter der 
Kontrolle einer oder mehrerer lac-Operatorsequenzen (z.B. pET-22b(+), 2.3.3). Des Weiteren 
besitzt dieser Expressionsstamm das pRARE2-Plasmid, welches ein Derivat des pLysS-
Plasmids ist. Dieses Plasmid erlaubt die konstitutive Synthese geringer Mengen von T7-
Lysozym, das als natürlicher Inhibitor geringe Mengen an T7-RNA-Polymerase inhibiert. Diese 
mehrfache Expressionskontrolle verhindert weitgehend eine basale Expression von stringent zu 
exprimierenden Genen. Zusätzlich zum Lysozym codiert pRARE2 für sieben in E. coli selten 
genutzte tRNAs, um die Proteinsyntheseraten ausgehend von Genen mit seltenen Kodons zu 
erhöhen. Dieser Stamm diente ausschließlich der heterologen Synthese von toxischen 
Fusionsproteinen. 
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E. coli ER2508 [pRARE] (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) 
Genotyp: F- ara-14 leuB6 fhuA2 ∆(argF-lac)U169 lacY1 lon::miniTn10(TetR) glnV44 galK2 
rpsL20(StrR) xyl-5 mtl-5 ∆(malB) zjc::Tn5(KanR) ∆(mcrC-mrr)HB101 pRARE (Camr) 
SF-Stammsammlung Nr. 404 
Dieser sowohl Protease- als auch Maltosebindeprotein (MBP)-defiziente Stamm wurde für die 
Synthese von MBP-Fusionsproteinen benutzt. Zusätzlich zu den entsprechenden Expressions-
plasmiden (pMAL-c2x-Derivate, 2.3.2) wurde dieser Stamm mit dem pRARE-Plasmid 
transformiert, um eine hohe Proteinsyntheserate von Genen mit selten in E. coli genutzten 
Kodons zu ermöglichen. Im Vergleich zu pRARE2 aus E. coli Rosetta 2 (DE3) [pRARE2] codiert 
pRARE nur für sechs anstatt für sieben selten in E. coli verwendete tRNAs. 
 
In Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Stämme mit ihrer jeweiligen Stammnummer in 
der SF-Stammsammlung (SF-Nummer) aufgelistet. 
 
Tabelle 1: Lager- und Produktionsstämme.  
Lagerstamm SF-Nummer 
E. coli DH5α [pART2] 443 
E. coli DH5α [pMAL-c2x] 262 
E. coli DH5α [pET-22b(+)] 487 
E. coli DH5α [pART2MalE] 616 
E. coli DH5α [pART2::ORF102] 444 
E. coli DH5α [pMAL-c2x::ORF102] 662 
E. coli DH5α [pMAL-c2x::ORF103] 264 
E. coli DH5α [pART2MalE::ORF102] 662 
E. coli DH5α [pART2MalE::ORF103] 475 
E. coli DH5α [pET-22b(+)::MalE-His6] 735 
E. coli DH5α [pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-His6] 716 
  
Produktionsstamm SF-Nummer 
A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2::ORF102] 614 
A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2MalE::ORF102] 493 
A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2MalE::ORF103] 494 
E. coli ER2508 [pRARE, pMAL-c2x::ORF102] 597 
E. coli ER2508 [pRARE, pMAL-c2x::ORF103] 598 
E. coli Rosetta 2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::MalE-His6] 736 
E. coli Rosetta 2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-His6] 715 
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Zur Stammlagerung wurde eine 10 ml Lysogeny Broth (LB) - Kultur mit entsprechenden 
Antibiotika (2.4) für 12 h bei 30°C inkubiert und bei 8000 × g für 1 min zentrifugiert. Das Zell-
pellet wurde in 500 µl sterilem LB-Medium resuspendiert und mit 500 µl Stammlagerungspuffer 
versetzt. So behandelte Stämme wurden in die Stammsammlung überführt und bei -80°C 
dauerhaft gelagert. 
 
Stammlagerungspuffer:   65% (v/v) Glycerin 
       0,1 M MgSO4 
       25 mM Tris/HCl 
       pH 8,5; autoklavieren 
 
LB (Lysogeny Broth):    10 g Trypton 
(Sambrook, 1989) 5 g Hefextrakt 
       10 g NaCl 
ad 1 l  
pH 7,5 (NaOH); autoklavieren 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Material und Methoden   14 
2.3 Ausgangsvektoren und Expressionsplasmide 
2.3.1 Klonierungen mit dem Expressionsvektor pART2 
Der Shuttlevektor pART2 (Sandu et al., 2005) kann aufgrund seiner beiden 
Replikationsursprünge, ColE1 und pCG100, sowohl in E. coli- als auch in Arthrobacter-
Stämmen etabliert werden. Er trägt eine Kanamycin-Resistenzkassette, die für eine 
Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase codiert, und eine stromabwärts der multiple cloning site 
(MCS) gelegene Sequenz für einen Oktahistidin-tag. Stromaufwärts der MCS ist der Promotor 
für das 6-D-Hydroxynikotin-Oxidasegen (hdnO) aus dem pAO1-Plasmid (Igloi & Brandsch, 
2003) lokalisiert, der in E. coli und Arthrobacter spp. eine konstitutive Expression der ihm 
unterstellten Gene ermöglicht. In dieser Form wurde der Vektor genutzt, um pAL1.102 über die 
SalI- und XbaI-Restriktionstelle zu klonieren, woraus das Expressionsplasmid pART2::ORF102 
(Abbildung 6) entstanden ist. Dieses Expressionsplasmid erlaubt die Synthese von pORF102-
His8 - Fusionsproteinen sowohl in E. coli als auch in A. nitroguajacolicus Rü61a. 
 
 
Abbildung 6: Das Expressionsplasmid pART2::ORF102. 
 
Ausgehend von pART2 wurde in einer weiteren Klonierung das für MBP codierende Gen malE 
(als template diente der Vektor pMAL-c2x, 2.3.2) über die Restriktionsschnittstellen BamHI und 
DraI kloniert. Dabei wurde gleichzeitig die verbleibende MCS um eine Erkennungssequenz für 
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die AscI-Restriktionsendonuklease (Isoschizomer von SgsI) erweitert. Über diese und die 
ebenfalls in der MCS befindliche XbaI-Restriktionsschnittstelle wurden anschließend jeweils 
pAL1.102 und pAL1.103 kloniert, woraus die Expressionsplasmide pART2MalE::ORF102 
(Abbildung 7) und pART2MalE::ORF103 resultierten. Die Gene pAL1.102 und pAL1.103 wurden 
jeweils mit einem terminal gelegenen Stop-Kodon in den Vektor kloniert, sodass die 
synthetisierten Fusionsproteine lediglich einen N-terminal gelegenen Maltosebindeprotein-tag 
trugen (MBP-pORF102 und MBP-pORF103). 
 
 
Abbildung 7: Das Expressionsplasmid pART2MalE::ORF102. 
 
2.3.2 Klonierungen mit dem Expressionsvektor pMAL-c2x 
Mithilfe dieses Vektors (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) ist eine 
Synthese von MBP-Fusionsproteinen in E. coli-Stämmen möglich. Das für das MBP codierende 
Gen malE stammt ebenfalls aus E. coli und ist für seine hohe Löslichkeit bekannt. Daher wird 
dieses Vektorsystem vorrangig zur Synthese von schlecht löslichen Proteinen genutzt. Um nach 
erfolgter Anreicherung das MBP abspalten zu können, befindet sich zwischen malE und MCS 
eine Faktor-XA Protease-Erkennungssequenz. Die auf diesem Vektor codierte Betalactamase 
(bla) ermöglicht die Selektion plasmidtragender Stämme. Eine Expression ausgehend vom 
starken Ptac-Promotor unterliegt der Kontrolle einer nachfolgenden lac-Operatorsequenz. Das 
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Gen für das lacI-Repressorprotein ist ebenfalls auf pMAL-c2x codiert und wird konstitutiv 
exprimiert. Somit lässt sich die Synthese des entsprechenden Fusionsproteins mit IPTG oder 
Laktose induzieren. Die Gene pAL1.102 und pAL1.103 wurden über die 
Restriktionsschnittstellen EcoRI und PstI in pMAL-c2x kloniert, woraus die Expressionsplasmide 
pMAL-c2x::ORF102 (Abbildung 8) und pMAL-c2x::ORF103 resultierten. 
 
 
Abbildung 8: Das Expressionsplasmid pMAL-c2x::ORF102. 
 
2.3.3 Klonierungen mit dem Expressionsvektor pET-22b(+) 
Dieser Vektor (Novagen) basiert auf dem T7-Expressionssystem. Es setzt sich aus einem T7-
Promotor, gefolgt von einer lac-Operatorsequenz, einer MCS, einer für Hexahistidin 
codierenden Sequenz und einer T7-Terminatorsequenz, zusammen. Für die Expression der 
dem T7-Promotor unterstehenden Gene werden lysogene E. coli-Stämme des Bakteriophagen 
λDE3 benötigt, die die entsprechende T7-RNA-Polymerase synthetisieren (vgl. E. coli Rosetta 2 
(DE3) [pRARE2], 2.2). Auf diese Weise lassen sich Gene für besonders toxische Proteine 
kontrolliert exprimieren. 
In diesen Vektor wurde pAL1.101 kloniert. Dabei musste die Klonierungsstrategie zwei Schritte 
umfassen, da die komplette Klonierung von pAL1.101 aufgrund seiner Größe (5118 bp) nicht 
erfolgreich verlief. Hierzu wurden zunächst die ersten 3181 bp von pAL1.101 (bis zur singulären 
HindIII-Schnittstelle) über die in der MCS befindlichen NdeI- / HindIII-Restriktionsschnittstellen 
inseriert. Über die HindIII- und die noch in der MCS verbliebene XhoI-Restriktionsschnittstelle 
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wurden daraufhin in einer anschließenden Klonierung die restlichen 1937 bp von pAL1.101 in 
pET-22b(+) inseriert. Um lösliches Fusionsprotein synthetisieren zu können, wurde in einer 
letzten Klonierung stromaufwärts von pAL1.101 malE über die verbliebene NdeI-
Restriktionsschnittstelle inseriert. Dabei wurden die primer für die Amplifikation von malE so 
modifiziert, dass zusätzlich zu malE eine nachfolgende FaktorXA-Protease-Erkennungssequenz 
und eine für Heptahistidin codierende Sequenz eingefügt wurden. Dies sollte die Option 
eröffnen, den MBP-Anteil des synthetisierten Fusionsproteins (MBP-XA-His7-pORF101-His6) zu 
entfernen. In Abbildung 9 ist das konstruierte Expressionsplasmid zu sehen. 
 
 
Abbildung 9: Das Expressionsplasmid pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-His6. 
 
Zur Erzeugung eines Referenzstammes wurde malE in den pET-22b(+)-Vektor über die NdeI- / 
XhoI-Restriktionsschnittstellen kloniert. Der mit diesem Plasmid transformierte Stamm E. coli 
Rosetta 2 (DE3) [pRARE2] erlaubt die Synthese von MBP-His6, dem Fusionsanteil von MBP-
XA-His7-pORF101-His6. Somit ist eine Abgrenzung von pORF101-Enzymaktivitäten sowohl 
gegenüber dem MBP-Fusionsanteil als auch gegenüber den stammeigenen Proteinen möglich. 
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2.4 Kultivierungen und Zellernten 
 
2.4.1 Kultivierungen und Zellernte von E. coli-Stämmen 
Für die Kultivierung von E. coli-Stämmen zur heterologen Synthese von Fusionsproteinen wurde 
generell ein Autoinduktionssystem (Studier, 2005) in Verbindung mit LB-Medium (2.2) 
verwendet. Dieses System macht sich die doppelte Kontrolle des lac-Operons zunutzte, die E. 
coli dazu befähigt in einem diauxischen Wachstum zuerst das leichter zu verstoffwechselnde 
Substrat Glukose und nach dessen Verbrauch das ebenfalls vorhandene aber schwerer zu 
verstoffwechselnde Substrat Laktose zu verbrauchen. Dabei erbringt das Autoinduktionssystem 
nicht nur den Vorteil, die Zellen automatisch und reproduzierbar bei einer bestimmten Zelldichte 
zu induzieren, es induziert diese auch sehr schleichend (Studier, 2005). Dadurch können auch 
bei einer sehr hohen Syntheserate unter Umständen auch solche Proteinen in Lösung gehalten 
werden, die bei einer klassischen IPTG-Induktion vornehmlich in Einschlusskörpern zu finden 
sind (Grabski et al., 2003). Außerdem wurde beobachtet, dass die Aminosäurequelle (Pepton, 
Trypton,…) in Komplexmedien häufig mit Laktose verunreinigt ist (Studier, 2005). Dieses liegt in 
dem aus Milch isolierten Ausgangssubstrat, dem Casein, begründet. Die Problematik besteht 
nun darin, dass der in Komplexmedium ohne Glucose gezüchtete Stamm durch die geringe 
Laktosemenge eine basale Expression aufweist und möglicherweise schon zu Beginn der 
Kultivierung toxisches Protein synthetisiert. Hieraus können sich nicht nur Wachstumsprobleme, 
sondern auch zunehmend Einschlusskörper entwickeln. Dieses Problem wird aber ebenfalls 
mithilfe des Autoinduktionssystems umgangen, da durch die Glukose-Katabolitrepression die im 
Medium befindliche Laktose zunächst nicht verstoffwechselt wird.  
Zusätzlich zu der Autoinduktionslösung (Lösung 5052; Studier (2005)) enthält das System noch 
eine Pufferlösung (Lösung M; Studier (2005)), die es E. coli erlaubt, zu sehr hohen Zelldichten 
(bis zu einer OD600 nm von 15) zu wachsen. 
Der Kultivierung im Autoinduktionssystem ging zunächst eine 10 ml LB-Vorkultur voraus, die für 
ca. 12 h bei 30°C inkubiert wurde. LB-Kulturen mit einem Volumen von 500 ml in 1 l 
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen wurden mit jeweils 1 ml der Vorkultur inokuliert und jeweils 
mit den Autoinduktionslösungen 1 x M und 1 x 5052 und entsprechenden Antibiotika versetzt. 
Die Kultivierung erfolgte für 16 h bei 30°C unter langsamer Schüttelfrequenz (120 rpm). Die Zell-
ernte wurde durch Zentrifugation für 10 min bei 10000 × g und 4°C durchgeführt und das 
entstandene Zellpellet bis zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert. 
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 50 x M      1,25 M Na2HPO4 
       1,25 M KH2PO4 
       2,5 M NH4Cl 
       0,25 M Na2SO4 
 
 50 x 5025     25% (v/v) Glycerin 
       2,5% (w/v) Glukose 
       10% (w/v) α-Laktose Monohydrat 
 
Diese beiden Lösungen für das Autoinduktionssystem wurden autoklaviert und dem LB-Medium 
(2.2) steril in 1-facher Endkonzentration hinzugefügt. 
 
Alle benutzten Antibiotika wurden in 1000-facher Konzentration angesetzt und bis auf 
Chloramphenicol durch Membranfilter mit einer Porengröße von 0,22 µm sterilfiltriert. Da 
Chloramphenicol in 70% (v/v) Ethanol gelöst wurde, war ein Sterilfiltieren nicht nötig. Die 
Lagerung aller Antibiotika erfolgte bei -20°C. 
 
Stämme mit pMAL-c2x- oder pET-22b(+)-Derivaten wurden in Gegenwart von 100 µg/ml 
Ampicillin kultiviert. War zusätzlich noch pRARE oder pRARE2 anwesend, so wurden noch 34 
µg/ml Chloramphenicol hinzugegeben. E. coli-Lagerstämme mit pART2 und pART2-Derivaten 
wurden in Gegenwart von 50 µg/ml Kanamycin kultiviert. 
 
Zur Herstellung von festen Nährböden wurde LB-Medium mit 1,8% (w/v) Agar-Agar versetzt und 
autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika erfolgte nach dem Abkühlen des Mediums bei ca. 50°C. 
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2.4.2 Kultivierungen und Zellernte von A. nitroguajacolicus Rü61a-Stämmen 
Ausgehend von einer 10 ml LB-Vorkultur, die bei 30°C für ca. 12 h inkubiert wurde, wurden 
jeweils 1 ml in 700 ml steriles Minimalmedium (Parschat et al., 2003) (in 2 l Erlenmeyerkolben 
mit Schikanen) überführt. Als Kohlenstoff- und Energiequelle wurden 4 mM 4-Hydroxychinaldin 
(gelöst in 70% (v/v) Ethanol) steril hinzugefügt. Die Kultivierung erfolgte über 36 h bei 30°C und 
unter starkem Schütteln (250 rpm). Nach spätestens 24 h wurden nochmals 4 mM  
4-Hydroxychinaldin hinzugegeben. Die Zellernte wurde durch Zentrifugation für 10 min bei 
10000 × g und 4°C durchgeführt und das entstandene Zellpellet bis zur Weiterverwendung  
bei -80°C gelagert. 
  
 
Minimalmedium    1 g K2HPO4 
       0,5 g KH2PO4 
       0,2 g MgSO4 × 7 H2O 
       1 g NaCl 
       0,1 g FeSO4 × 7 H2O 
       1 ml Spurenelementlösung 
       1 ml Molybdatlösung 
       ad 1 l, pH 7,3 
       autoklavieren, 
danach wurden 1 ml Vitaminlösung  
hinzugegeben 
 
 
 Spurenelementlösung   0,5 g H3BO3 
       0,04 CuSO4 × 7 H2O 
       0,2 g FeCl3 × 7 H2O   
       0,4 g ZnSO4 × 7 H2O 
       0,4 MnSO4 × 7 H2O 
       ad 1 l 
 
 
 Molybdatlösung    10 g/l Na2MoO4 × 7 H2O 
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 Vitaminlösung     20 mg Biotin 
       200 mg Niacin 
       100 mg Thiamin 
       50 mg p-Aminobenzoesäure 
       100 mg Panthothensäure 
       100 mg Pyridoxal-5-Phosphat 
       20 mg Cyanocobalamin 
       100 mg Riboflavin 
       10 mg Folsäure 
       ad 1 l 
 
Die Vitaminlösung wurde durch Membranfilter mit einer Porengröße von 0,22 µm sterilfiltriert 
und bei 4°C gelagert. 
 
Zur Herstellung von festen Nährböden wurde Minimalmedium mit 1,8% (w/v) Agar-Agar versetzt 
und autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika, Vitaminlösung und 4 mM Hydroxychinaldin erfolgte 
nach dem Abkühlen des Mediums bei ca. 50°C.  
 
Arthrobacter-Stämme mit pART2-Derivaten wurden in Gegenwart von 140 µg/ml Kanamycin 
inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Material und Methoden   22 
2.5 Molekularbiologische Methoden 
 
2.5.1 Agarosegelelektrophorese 
Es kamen 1-2%ige (w/v) Agarosegele zum Einsatz. Die Elektrophorese wurde in 1 x TAE-Puffer  
bei 5 V/cm für 1,5 - 2 h durchgeführt. War die Bromphenolblaufront bis 1 cm vor Gelende 
gelaufen, wurde die Elektrophorese abgebrochen und das Gel 30 s in Ethidiumbromidlösung 
gefärbt. Danach wurde es für 30 min in Wasser entfärbt und unter UV-Licht dokumentiert. 
 
 50 x TAE     242 g Tris 
(Sambrook & Russell, 2001)   57,1 ml Essigsäure 
18,6 g EDTA 
ad 1 l, pH8,3 
 
 
 Ethidiumbromidlösung   0,5 µg/ml in 1 x TAE 
 
 
Als Marker für die Agarosegelelektrophorese wurden ein Highrange-Marker (MassRuler™ DNA 
Ladder, High Range; HR) und ein Lowrange-Marker (MassRuler™ DNA Ladder, Low Range; 
LR) der Firma Fermentas (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland) verwendet.  
 
 
2.5.2 DNA-Isolierung 
 
 
2.5.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA 
Hierfür wurde das High Pure Plasmid Isolation Kit der Firma Roche (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. Diese Methode beruht auf der 
alkalischen Lyse nach Birnboim & Doly (1979). Die aus einer 5 ml Bakterienübernachtkultur 
isolierte DNA wurde mit 50 µl 1:10 in H2Odeion verdünntem Elutionspuffer eluiert und bei -20°C 
gelagert.  
 
2.5.2.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen und Reinigung von PCR-Produkten 
Hierfür wurde das High Pure PCR Product Purification Kit der Firma Roche nach 
Herstellerangaben benutzt, welches auf einer abgewandelten Methode von Chen & Thomas 
(1980) basiert. Die auf der Säulenmatrix befindliche DNA wurde mit 30 µl 1:10 in H2Odeion 
verdünntem Elutionspuffer eluiert und bei -20°C gelagert. 
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2.5.2.3 Isolierung von Gesamt-DNA aus A. nitroguajacolicus Rü61a  
und generelle Isopropanol-Fällung von DNA 
 
Diese nach Rainey et al. (1996) durchgeführte Methode ist im Folgenden beschrieben: 
 
1. Von einer 10 ml Übernachtkultur des entsprechenden Stammes wurden 400 µl 
abgenommen und bei 20000 × g in einem Eppendorfgefäß pelletiert. 
2. Dieses Pellet wurde in 400 µl steriler Saline/EDTA-Lösung resuspendiert. 
3. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 10 µl Lysozym-Stammlösung  
und einer anschließenden 60-minütigen Inkubation bei 37°C. 
4. Um die in der Lösung enthaltenen Proteine zu verdauen, wurden anschließend 10 µl 
Proteinase K-Stammlösung und 10 µl 25%ige (w/v) SDS-Stammlösung hinzugegeben und 
für 30 min bei 55°C inkubiert. 
5. Nach der Zugabe von einem Volumen (= 430 µl) Tris-äquilibriertem Phenol wurde die 
Lösung durch Invertieren gemischt und bei 20000 × g und 4°C zentrifugiert. 
6. Die wässrige, obere Phase wurde abgenommen und mit einem Volumen (= 430 µl) 
Chloroform versetzt. 
7. Nach einem Mischen der Phasen wurde die wässrige, obere Phase abgenommen. 
8. Diese wässrige Lösung wurde mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 0,8 
Volumen Isopropanol versetzt. Die so entstandene Lösung wurde für 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach bei 20000 × g und 10°C für 30 min zentrifugiert. 
9. Die gesamte Lösung wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet mit 500 µl 70%igem (v/v) 
eiskaltem Ethanol gewaschen. 
10. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 20000 × g und 10°C für 15 min wurde die Lösung 
wiederum abgenommen und die DNA im Vakuumkonzentrator für 20 min getrocknet. 
11. Die in dem Gefäß befindliche DNA wurde in 100 µl H2Obidest resuspendiert. Eine 10-minütige 
Inkubation bei 65°C begünstigte das Rücklösen. Die Lagerung der so gewonnenen Gesamt-
DNA erfolgte bei -20°C. 
 
Natriumacetatlösung       3 M Natriumacetat, pH 5,2 
 
Ethanol (70%)       70% Ethanol reinst (v/v) in H2Odeion 
 
 Saline / EDTA       150 mM NaCl 
         10 mM EDTA 
         pH 8,0 
 
 Lysozymstammlösung     10 mg/ml in H2Odeion 
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 Proteinase K-Stammlösung     15 mg/ml in H2Odeion 
 
 SDS-Stammlösung      25% (w/v) SDS in H2Odeion 
 
 TE-Puffer       10 mM Tris 
           1 mM EDTA 
           pH 8,0 
 
Die Enzymlösungen wurden durch Filtration durch Membranfilter mit einer Porengröße von  
0,22 µm sterilisiert und bei -20°C gelagert. 
 
2.5.3 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit 
Während sich die DNA-Konzentration bei der Absorption bei 260 nm ermitteln lässt, kann die 
Reinheit von DNA spektrophotometrisch als Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm 
ermittelt werden (Sambrook, 1989). Die DNA-Konzentration und -Reinheit wurde mithilfe eines 
NanoDrop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) in einem 
Volumen von 1 µl bei 260 nm und 280 nm bestimmt.  
 
2.5.4 Restriktion von DNA 
Sowohl für analytische als auch für präparative Restriktionen wurden die entsprechenden 
Ansätze folgendermaßen angesetzt: 
 
5 µl DNA (25 µg/ml) 
2 µl Restriktionsendonuklease 
1 µl entsprechender 10 x Puffer 
2 µl H2Obidest 
 
Da vornehmlich fast digest-Restriktionsenzyme (Fermentas GmbH) zum Einsatz kamen, reichte 
für eine vollständige Restriktion eine 15-minütige Inkubation bei 37°C aus. Folgte eine weitere 
Behandlung der restringierten DNA, so wurde die Restriktionsendonuklease entsprechend den 
Herstellerangaben (Fermentas) thermisch inaktiviert. 
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2.5.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR dient der selektiven in vitro - Amplifikation von beliebigen Nukleinsäureabschnitten 
(Saiki et al., 1985). In dieser Arbeit wurde die PCR genutzt, um sowohl Amplifikate für die 
Klonierung von Genen bzw. Genabschnitten in Expressionsvektoren (2.3) zu erstellen als auch 
um Substrat für Bindestudien (2.7.4) oder Enzymreaktionen (2.7.7.3.2) zu generieren. Hierzu 
wurde die Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland) 
genutzt. Diese DNA Polymerase besitzt eine 3’-5’ Exonuklease- (proofreading-) Funktion und 
kann aufgrund ihrer hohen Prozessivität auch sehr große Amplikons in geringer Zeit 
amplifizieren. In der verwendeten Form lag das Enzym als Hot-Start Variante vor, die sich durch 
eine Antikörperbindung auszeichnet, welche dieses inaktiviert. Während des ersten 
Denaturierungsschrittes denaturiert neben der DNA auch der Antikörper und die thermostabile 
Polymerase wird aktiviert. Diese Modifikation verhindert eine unspezifische primer-Degradation 
durch die proofreading-Funktion dieser Polymerase während des Ansetzens der PCR. 
Um die korrekte Insertion von Amplifikaten in Expressionsvektoren zu überprüfen bzw. um 
korrekt transformierte Klone zu identifizieren, wurde eine Taq (GoTAQ®) DNA-Polymerase der 
Firma Promega (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) genutzt.  
Die PCR-Ansätze wurden in einen Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
gegeben und das entsprechende Programm den Polymerasehersteller-Angaben angepasst. 
Dabei kamen die im Anhang (Tabelle A1) aufgelisteten Kombinationen von primern, templates, 
DNA-Polymerase, annealing-Temperaturen und Elongationszeiten zum Einsatz. Die Sequenzen 
der verwendeten primer befinden sich ebenfalls im Anhang (Tabelle A2). Falls die so erzeugten 
Amplifikate für weitere Klonierungen (2.5.7.3) verwendet werden sollten, wurden sie nach 
2.5.2.2 gereinigt. 
Wurde nach korrekt transfomierten Klonen gesucht, so wurden Kolonien der isolierten Klone in 
H2Odeion bei 99°C für 5 min inkubiert und nach einer Zentrifugation bei 14000 × g für 5 min der 
entstandene Überstand als template genutzt (Kolonie-PCR). Dabei konnten bis zu sechs Klone 
gleichzeitig als template genutzt werden.  
 
2.5.6 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung erfolgte nach einer abgewandelten Methode des Didesoxy-Kettenabbruchs 
nach Sanger et al. (1977) im Service der Firma GATC (GATC Biotech AG, Konstanz, 
Deutschland). In dieser Arbeit wurde die Sequenzierung benutzt, um die korrekte Klonierung 
von malE, pAL1.101, pAL1.102 und pAL1.103 in die entsprechenden Expressionsvektoren (2.3) 
zu überprüfen. Zu diesem Zweck wurden die im Anhang (Tabelle A2) genannten primer 
verwendet. Dabei schloss die zu sequenzierende Region neben der codierenden Gensequenz 
auch die Insertionsschnittstellen der Vektoren mit ein. 
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2.5.7 Konstruktion von Expressionsklonen und Lagerstämmen 
 
 
2.5.7.1 Herstellung und Lagerung dauerhaft kompetenter E. coli-Zellen (Hanahan, 1983) 
Der zu transformierende Stamm (E. coli DH5α, E. coli ER2508 oder E. coli Rosetta 2 (DE3) 
[pRARE2]) wurde in 100 ml LB-Medium bis zu einer OD600 nm von 0,3 bei 37°C und unter 
Schütteln kultiviert. Nach 10 - 15 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 4°C und 2000 × g 
für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Sediment in 18 ml RF1-Lösung 
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde das Sediment nach einer erneuten, unter 
gleichen Bedingungen durchgeführten Zentrifugation in 4 ml RF2-Lösung aufgenommen. 
Anschließend wurde die Zellsuspension in 200 µl Aliquots auf sterile 2 ml Eppendorfgefäße 
verteilt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 
 
RF1-Lösung      100 mM RbCl 
         50 mM MnCl x 4 H2O 
         30 mM Kaliumacetat 
         10 mM CaCl2 
         pH 5,8 
 
RF2-Lösung      10 mM RbCl 
10 mM MOPS  
   75 mM CaCl2 x 6 H2O 
         15% (v/v) Glycerin 
         pH 5,8 
 
2.5.7.2 Herstellung und Lagerung dauerhaft kompetenter A. nitroguajacolicus Rü61a-
Zellen (Gartemann & Eichenlaub, 2001) 
A. nitroguajacolicus Rü61a wurde in einer 100 ml NBYE-Kultur bei 30°C unter Schütteln bis zu 
einer OD580 nm von 0,5 inkubiert. Die Kultur wurde bei 10000 × g und 4°C für 10 min zentrifugiert 
und das Zellpellet in 10 ml steriler, eiskalter 10%iger (v/v) Glycerinlösung resuspendiert. Nach 
Zugabe von 100 µl Lysozymlösung wurden die Zellen bei 28°C für 30 min inkubiert. Nach einer 
Zentrifugation mit den oben beschriebenen Bedingungen wurde das erhaltene Zellpellet 
zweimal mit 10%iger (v/v) Glycerinlösung gewaschen und zuletzt in 2 ml dieser Lösung resus-
pendiert. Anschließend wurde die Zellsuspension in 200 µl Aliquots auf sterile 2 ml Eppendorf-
gefäße verteilt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 
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 NBYE-Medium    8 g nutrient broth  
5 g Hefeextrakt 
ad 1 l  
pH 7,5 
 
 Lysozymlösung    4 mg/ml Lysozym in H2Odeion 
 
Die Lysozymlösung wurde durch Membranfilter mit einer Porengröße von 0,22 µm sterilfiltriert 
und bei 4°C gelagert. 
 
 
2.5.7.3 Ligation 
Ligationen wurden mit einer T4-DNA-Ligase (Rapid DNA Ligation Kit) der Firma Fermentas 
durchgeführt, welche abhängig von Mg2+-Ionen als Cofaktor die Bildung von 
Phosphodiesterbindungen zwischen 5’-Phosphatenden und 3’-OH-Termini doppelsträngiger 
DNA-Moleküle katalysiert. Die Ligation wurde für 15 min bei Raumtemperatur folgendermaßen 
durchgeführt: 
 
 
   10 - 100 ng Vektor-DNA 
   3-facher molarer Überschuss an Insert-Termini 
   (zur Referenz: 1 µg 1000 bp DNA entspricht 3,04 pmol Termini) 
   4 µl 5 x Rapid Ligation Puffer 
   1 µl T4-DNA-Ligase (5 U/µl) 
   ad 20 µl mit H2Odeion 
 
 
Nach 15-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden RbCl-kompetente E. coli-Zellen 
(2.5.7.1) mit diesem Ansatz transformiert (2.5.7.4). Eine direkte Transformation von 
elektrokompetenten Zellen (2.5.7.5) war aufgrund der geringen Transformationseffizienz von A. 
nitroguajacolicus Rü61a nicht möglich. Daher wurden die Ligationsansätze mit dem pART2-
Shuttlevektor zunächst in RbCl-kompetente E. coli DH5α-Zellen transformiert, um die aus 
diesen Stämmen isolierten Plasmide (2.5.2.1) anschließend in elektrokompetente Zellen zu 
transformieren.  
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2.5.7.4 Transformation von E. coli-Stämmen 
 
Die Transformation von RbCl-kompetenten E. coli-Zellen (2.5.7.1) erfolgte nach folgendem 
Protokoll: 
 
1. 5 - 10 µl des Ligationsansatzes wurden in ein kaltes 1,5 ml Eppendorfgefäß gegeben 
und auf Eis gelagert. 
2. RbCl-kompetente E. coli-Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. 
3. Die aufgetauten Zellen wurden vorsichtig durch Invertieren resuspendiert und 100 µl 
davon zu dem auf Eis gestellten Eppendorfgefäß mit dem Ligationsansatz gegeben. 
Nach vorsichtigem Mischen des Ansatzes wurde dieser für 20 min auf Eis gestellt. 
4. Nach der Inkubation auf Eis wurde der Ansatz bei 42°C für 90 s inkubiert. 
5. Danach wurden 400 µl LB-Medium hinzugegeben und dieser Ansatz für 60 - 90 min bei 
37°C unter Schütteln inkubiert. 
6. Nach der Inkubation wurden 10, 50, 100 und 200 µl Aliquots des Ansatzes auf 
entsprechende Selektionsplatten ausplattiert und bei 37°C über Nacht inkubiert. 
 
2.5.7.5 Transformation von A. nitroguajacolicus Rü61a 
 
Die nach Gartemann & Eichenlaub (2001) durchgeführte Methode benötigt elektrokompetente 
Zellen (2.5.7.2) und ist im Folgenden beschrieben: 
 
1. 200 µl elektrokompetente Zellen wurden in einer eiskalten Elektroporationsküvette 
(PEQLAB) mit maximal 5 µl isolierter Plasmid-DNA vermischt. 
2. Die so vorbereitete Elektroporationsküvette wurde in einen Elektroporator (Gene 
Pulser®II, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) gegeben und mit einem 
Elektroimpuls behandelt (Parameter: 25 µF; 2,5 kV und 800 Ω). 
3. Sofort nach dem Elektroimpuls wurde dem Transformationsansatz 800 µl LB-Medium 
zugegeben und er wurde für 2 h bei 30°C ohne Schütteln inkubiert. 
4. Nach der Inkubation wurden 10, 50, 100 und 200 µl Aliquots des Ansatzes auf 
entsprechende Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C über Nacht inkubiert. Wurden 
Minimalmedium-Selektionsplatten benutzt, war aufgrund des langsameren Wachstums 
eine Inkubation über 2 Tage bei 30°C nötig. 
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2.6 Anreicherung heterolog synthetisierter Fusionsproteine 
2.6.1 Zellaufschluß und Rohextraktgewinnung 
 
2.6.1.1 A. nitroguajacolicus Rü61a-Stämme 
Arthrobacter-Stämme sind aufgrund ihres dicken Mureinsacculus (Gram(+)) gegenüber einem 
Aufschluss mittels Ultraschall besonders resistent. Daher wurden die nach 2.4.2 gewonnenen 
Zellen vor einer Ultraschallbehandlung in Amylosepuffer A (2.6.2.1) inklusive 1 mM 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) resuspendiert (2 x ml Puffer pro x g feuchte Zellmasse) und 
zusätzlich mit 2 mg/ml Lysozym versetzt. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die Zellsuspension gekühlt in einem Eisbad Ultraschallimpulsen 
ausgesetzt (UP200s Ultraschallgerät mit einer S7-Sonde, Dr. Hilscher GmbH, Stuttgart, 
Deutschland). Es wurde bei 70% Pulsstärke und 0,7 s Beschallungszeit 4 x 7 min lang 
aufgeschlossen. Nach jedem dieser Beschallungszyklen wurde eine 5-minütige Pause 
eingehalten, um das Proteingemisch auf Eis abkühlen zu lassen. Die Gewinnung des 
Rohextraktes erfolgte durch eine 40-minütige Zentrifugation bei 40000 × g und 4°C.  
 
2.6.1.2 E. coli-Stämme 
Da die nach 2.4.1 gewonnenen Zellen alle Derivate des pLyS-Plasmids (pRARE und pRARE2) 
beinhalteten, konnte nach einer Membranschädigung die Zellwand durch das zelleigene 
Lysozym angedaut werden. Hierzu wurden die Zellen nach Lagerung bei -80°C in 
Amylosepuffer A (2.6.2.1) inklusive 1 mM PMSF resuspendiert (2 x ml Puffer pro x g feuchte 
Zellmasse) und bei Raumtemperatur für 30 min inkubiert. Da sich durch die Lyse und die 
infolgedessen austretende DNA die Viskosität der Suspension stark erhöhte, wurden 10 U/ml 
Benzonase (Novagen) und 5 mM MgCl2 hinzugefügt. Bereits nach einer Inkubationszeit von 5 
min bei Raumtemperatur verringerte sich die Viskosität der Lösung so stark, dass mit dem 
Ultraschallaufschluss zum vollständigen Aufschluss fortgefahren werden konnte. Hierzu wurde 
die in einem Eisband gekühlte Zellsuspension bei einer Pulsstärke von 60% und 0,5 s 
Beschallungszeit für 3 x 5 min aufgeschlossen. Nach jedem dieser Beschallungszyklen wurde 
eine 5-minütige Pause eingehalten, um das Proteingemisch auf Eis abkühlen zu lassen. Die 
Gewinnung des Rohextraktes erfolgte durch eine 40-minütige Zentrifugation bei 40000 × g und 
4°C.  
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2.6.2 Proteinreinigung und -lagerung 
Generell wurden alle Puffer und Lösungen, die in Zusammenhang mit der ÄKTA™ FPLC™ -
Anlage (GE Healthcare, München, Deutschland) benutzt wurden, zuvor durch Filtration (0,45 µm 
Porengröße) von Schwebeteilchen befreit, mittels Ultraschall entgast und bei 8°C gelagert. Alle 
verwendeten Säulen wurden bei 8°C in 20% (v/v) Ethanol gelagert. Erst kurz vor Gebrauch 
wurde dieser durch Waschen mit H2Odeion entfernt. 
 
2.6.2.1 Generelle Anreicherung von MBP-Fusionsproteinen 
In diesem Anreicherungssystem nutzt man die Bindung des natürlich in E. coli vorkommenden, 
ca. 40 kDa großen MBPs zu seinem Substrat, den Maltodextrinen, aus. MBP ist Teil des 
Maltodextrin-Transportsystems in E. coli (Ehrmann et al., 1998). Ausgehend von sekretierten 
Amylasen kann E. coli Amylose zu Maltodextrinen (Gemisch aus Monomeren, Dimeren, 
Oligomeren und Polymeren der Glukose) umsetzen, die dann durch die LamB-Pore in der 
äußeren Membran in das Periplasma diffundieren. Hier werden die Zucker an MBP gebunden, 
womit eine Rückdiffusion in das Medium verhindert wird. MBP gibt diese dann an einen in der 
Cytoplasmamembran befindlichen Komplex aus MalF und MalG weiter. Unter Beteiligung der 
ATPase MalK findet daraufhin ein aktiver Transport in das Cytoplasma statt, wo die Zucker dann 
weiter verstoffwechselt werden. 
Zur Anreicherung von MBP-Fusionsproteinen wurde daher generell eine Amylosematrix im 
ersten Anreicherungsschritt ausgehend vom Rohextrakt (2.6.1) genutzt. Hierzu wurde eine 
Leersäule der Firma GE Healthcare (GE Healthcare), die ein Bettvolumen (BV) von 5 ml 
aufwies, mit einem Gemisch von einem Teil Amylose Resin High Flow und drei Teilen Amylose 
Resin der Firma New England Biolabs gefüllt. Dies ermöglichte eine hohe Flussrate bei 
vergleichsweise niedrigem Gegendruck (maximal 1 MPa). Generell wurden sämtliche 
nachfolgenden Proteinanreicherungen an einer ÄKTA™ FPLC™ -Anlage (GE Healthcare) 
durchgeführt.  
Der Rohextrakt wurde in einen 50 ml fassenden Superloop (GE Healthcare) gegeben und über 
die computergestützte FPLC-Steuerung schrittweise in Volumina von je 7 ml auf die 
Amylosematrix appliziert. Nach jedem dieser Schritte folgte ein Waschschritt mit 2 BV 
Amylosepuffer A, um nicht bindende Proteine zu entfernen. Nach der finalen Applizierung von 
Rohextrakt wurde die Amylosematrix solange mit Amylosepuffer A gewaschen, bis die UV-
Absorption bei 280 nm auf ihren Ausgangswert zurückgegangen war. Danach wurden die auf 
der Säulenmatrix gebundenen Proteine mit 1 BV Amylosepuffer B eluiert. Während der 
Prozedur wurde eine Flussrate von 4 ml/min angelegt. 
Bei dieser Anreicherung werden häufig noch weitere Amylose-bindende Proteine, wie 
stammeigene Amylasen oder Maltosebindeproteine, mit angereichert. Während man co-
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angereichertes MBP mit malE-defizienten Stämmen (E. coli ER2508, 2.2) verhindern kann, lässt 
sich eine co-Anreicherung von Amylasen nicht effektiv verhindern.  
 
 Amylosepuffer A    20 mM Tris/HCl 
       400 mM NaCl 
       1 mM EDTA 
       pH 7,4 
 
 Amylosepuffer B    Amylosepuffer A 
       + 20 mM Maltose 
 
2.6.2.2 Anreicherung von MBP-pORF102, MBP-pORF103 und MBP aus rekombinanten  
E. coli Stämmen 
Nach der Anreicherung an einer Amylosematrix ausgehend vom Rohextrakt aus E. coli ER2508 
[pRARE, pMal-c2x::ORF102 oder pMal-c2x::ORF103] musste eine zweite Anreicherung an 
einem Anionentauscher erfolgen, um reine Proteine zu gewinnen. Das Prinzip der 
Ionenaustauschchromatographie beruht auf der reversiblen Adsorption von geladenen, gelösten 
Molekülen an einer Matrix immobilisierter Gruppen entgegengesetzter Ladung. Bei einer 
Anionenaustauschchromatographie binden negative Ladungen, die an der Oberfläche von 
Proteinen exprimiert sind, an positiv geladene Gruppen, die an der Matrix fest gebunden sind. 
Die Bindungsstärke ist dabei abhängig von der Gesamtoberflächenladung des einzelnen 
Proteins (Hunter & Carta, 2000). Die selektive Elution einzelner Proteine von einer 
Anionenaustauschmatrix erfolgt durch eine Steigerung der Konzentration von negativen Ionen 
(z. B. Cl-) im Elutionspuffer. 
Aus der vorangegangenen Anreicherung an einer Amylosematix (2.6.2.1) enthielten die Eluate 
eine hohe Salzkonzentration (400 mM NaCl). Da diese die Bindung des Fusionsproteins an den 
Anionentauscher verhindert hätte, musste das Salz zunächst entfernt werden. Hierzu wurden 
Desalting-Säulen mit einem BV von 5 ml (HiTrap™, GE Healthcare) so kombiniert, dass pro 5 
ml Säule maximal 1,5 ml Eluat aufgetragen wurden. Bei Desalting-Säulen handelt es sich um 
Gelfiltrationssäulen mit einer besonders stark verknüpften Dextranmatrix (Sephadex™ G-25 
Superfine). Dies hat zurfolge, dass die Ausschlussgröße auf 5000 Da gesenkt wird. Somit 
lassen sich Proteine mit einer Größe von > 5000 Da von allen kleineren Bestandteilen, wie 
Salzen, Pufferkomponenten und anderen Chemikalien, trennen. Diese Säulen wurden mit einer 
Flussrate von 3 ml/min in AEX-Waschpuffer betrieben und die salzfreien Proteine anhand ihrer 
Absorption bei 280 nm mithilfe eines Fraktionssammlers aufgefangen. Damit war das weiter zu 
reinigende Protein nicht nur salzfrei, sondern auch schon im für die nachfolgende 
Anionentaucher-Anreiherung benötigten AEX-Waschpuffer umgepuffert. 
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Für diese Anreicherung wurde eine Q6 Säule (quaternäres Ammonium) mit einem Bettvolumen 
von 6 ml der Firma Bio-Rad verwendet. Der Anionentauscher wurde mit 5 BV AEX-Waschpuffer 
bei einer Flußrate von 2 ml/min äquilibriert. Das entsalzte Eluat der Amylosematrix konnte 
daraufhin mit einer Flußrate von 2 ml/min über einen 10 ml fassenden loop auf die Säule 
geladen werden. Nach dem Auftragen wurden schwach gebundene Proteine mit 5 BV AEX-
Waschpuffer bei einer Flussrate von 2 ml/min von der Säule gewaschen. Zunächst konnte freies 
MBP innerhalb eines linearen Gradienten von 0 - 44% AEX-Elutionspuffer über 2 BV, 
entsprechend 0 - 440 mM NaCl, eluiert werden. Nach einem 1 BV fassenden isokratischen 
Schritt bei 44% AEX-Elutionspuffer wurde ein schwach ansteigender Gradient von 44 - 55% 
AEX-Elutionspuffer über 2 BV angelegt. Innerhalb dieses Gradienten eluierten die 
Fusionsproteine (MBP-pORF102 bei 470 mM NaCl [40 mS/cm] und MBP-pORF103 bei 500 mM 
NaCl [42 mS/cm]). Diese wurden wie unter 2.6.2.5 beschrieben eingeengt. Nach der Elution 
wurde die Säule mit 100% AEX-Elutionspuffer von fest gebundenen Proteinen gereinigt.  
 
 AEX-Waschpuffer    50 mM Tris/HCl, pH 8 
 
 AEX-Elutionspuffer    50 mM Tris/HCl, pH 8 
       1 M NaCl 
 
2.6.2.3 Anreicherung von MBP-pORF102 und MBP-pORF103 aus rekombinanten  
A. nitroguajacolicus Stämmen  
Die Anreicherung von MBP-pORF102 und MBP-pORF103 aus A. nitroguajacolicus Rü61a 
[pAL1, pART2MalE::102 oder pART2MalE::102] sollte kovalent gebundene DNA co-anreichern. 
Ausgehend von einer Anreicherung an einer Amylosematrix (2.6.2.1) wurde das Eluat mit 1 mM 
PMSF versetzt und komplett mithilfe einer Spritze auf einen Glasfilter (GF/C Whatman glass 
microfiber filter, Whatman Ltd) gegeben. Diese Vorgehensweise basiert auf der von Coombs & 
Pearson (1978) beschriebenen und durch Bao & Cohen (2001) modifizierten Methode zur 
Anreicherung von Proteinen, die mit DNA in einer kovalenten Bindung vorliegen. Der Glasfilter 
bindet dabei alle Proteine, während frei vorliegende DNA nicht gebunden wird. Dies wurde 
durch ein 3- faches Waschen mit 50 ml Glasfilterlösung A sichergestellt. Die Elution der auf dem 
Glasfilter gebundenen und von frei vorliegender DNA befreiten Proteine geschah mit 5 ml 
Glasfilterlösung B. Dieses Eluat wurde daraufhin zweimal mit Isopropanol gefällt (2.5.2.3, ab 
Punkt 8), um das in der nachfolgenden Analyse (2.7.6) störende SDS restlos zu entfernen. 
 
 Glasfilterlösung A    1 M NaCl 
 
 Glasfilterlösung B    0,1 M NaCl 
       0,5% (w/v) SDS 
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2.6.2.4 Anreicherung von MBP-XA-His7-pORF101-His6 
Ausgehend von E. coli Rosetta 2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-His6] 
wurde schon der Rohextrakt für die Anreicherung an einer Amylosematrix (2.6.2.1) mit 1 M 3-(1-
Pyridino)-1-Propansulfonat versetzt. Diese Substanz gehört zu der Stoffgruppe der 
nichtdetergenten Sulfobetaine (NDSB, im Folgenden wird 3-(1-Pyridino)-1-Propansulfonat als 
NDSB-201 bezeichnet) und macht eine Anreicherung speziell von DNA-bindenden Proteinen 
möglich (Vuillard et al., 1995). Das Eluat der Amylosematrix wurde mit 200 mM NDSB-201 
versetzt und über eine Gelfiltrationsmatrix mit einem Bettvolumen von 320 ml (HiLoad 26/60 
Superdex 200 pg, Bio-Rad) in Amylosepuffer A angereichert. Bis zu 7 ml Amyloseeluat wurden 
über einen 10 ml fassenden Loop appliziert. Nach einem Volumen von 100 ml bei einer 
Flussrate von 2 ml/min eluierte MBP-XA-His7-pORF101-His6. Die entsprechenden Fraktionen 
wurden vereinigt und mit 200 mM NDSB-201 versetzt, bevor sie wie unter 2.6.2.5 beschrieben 
eingeengt wurden. 
 
2.6.2.5 Einengen und Lagerung rekombinanter Proteine 
Gereinigte Proteine wurden durch Ultrafiltration in Vivaspin Konzentratoren aufkonzentriert. Mit 
Ausnahme von MBP-XA-His7-ORF101-His6 wurden für alle anderen Proteine Ultrafiltrations-
einheiten mit einer Polyethersulfon-Membran und einer mittleren Ausschlussgröße von 10000 
Da (Vivaspin 20, 10.000 MWCO PES, Sartorius Stedim Biotech S.A., Aubagne Cedex, 
Frankreich) genutzt. MBP-XA-His7-ORF101-His6-Fusionsprotein wurde in einer 
Ultrafiltrationseinheit mit Hydrosart®-Membran und einer mittleren Ausschlussgröße von 30000 
Da (U-Tube™ Concentrator, 15H-30, Novagen) aufkonzentriert. Dabei wurden die vereinigten 
Fraktionen der letzten Chromatographieschritte bei 8000 × g und 4°C für ca. 25 min in der 
entsprechenden Ultrafiltrationseinheit auf ein Volumen von ca. 1 ml eingeengt und bei 4°C 
gelagert. 
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2.7 Protein- und DNA-Analytik 
2.7.1 Proteinkonzentrationsbestimmung mithilfe von Bicinchoninsäure 
Bicinchoninsäure (2,2′-Bichinolin-4,4′-dicarbonsäure, BCA) ist eine wasserlösliche Substanz, die 
mit Cu+-Ionen in alkalischer Umgebung einen tief violetten Komplex formt (Smith et al., 1985; 
Abbildung 10). Der Vorteil dieser Methode der 
Proteinkonzentrationsbestimmung ist ihre 
Unabhängigkeit von der Aminosäuresequenz der in 
der Lösung befindlichen Proteine. Der sonst übliche 
Coomassie-G250-Farbstoff, wie er beispielsweise 
in der Bradford-Proteinbestimmung (Bradford, 
1976) gebräuchlich ist, lagert sich nur an die 
basischen Seitenketten von Proteinen an. 
Ausgehend von einer BSA-Kalibrierungsgerade ist 
eine Quantifizierung von besonders basischen oder 
acidischen Proteinen mit dieser Methode nicht 
möglich. Ein weiterer Vorteil der BCA-Methode ist 
die von anderen Chemikalien weitgehend 
unabhängige Komplexbildung. So beeinflussen 
beispielsweise weder SDS, Harnstoff, Glycerin, NDSB-201 oder EDTA die Farbstoffentwicklung. 
Die BCA-Arbeitslösung wurde aus einem Teil BCA-A und aus 1/50tel Teil BCA-B frisch 
angesetzt und maximal für 1 h dunkel gelagert. 900 µl BCA-Arbeitslösung wurden mit 100 µl zu 
testender Proteinlösung vermengt, für 30 min bei 37°C inkubiert und gegen eine Referenz mit 
100 µl H2Odeion bei 562nm im Spektrophotometer (Ultrospec 2100pro, GE Healthcare) 
gemessen. Um unbekannte Proteinkonzentrationen bestimmen zu können, wurde zuvor eine 
Kalibriergerade mit 50-400 µg/ml BSA in mindestens 5 Konzentrationen (Doppelbestimmung) 
aufgezeichnet. 
 
 
 BCA A      1% (w/v) Na2-BCA 
        2% (w/v) Na2CO3 
       0,16% (w/v) Na2-tartrat 
       0,4% (w/v) NaOH 
       0,95% (w/v) NaHCO3 
       pH 11,25 (NaOH) 
  
BCA B      4% (w/v) CuSO4 × 5 H2O  
 
Abbildung 10: BCA-Komplex mit Cu+. 
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2.7.2 Polyacrylamidgelelektrophorese 
2.7.2.1 Diskontinuierliche, denaturierende SDS-PAGE nach Laemmli (1970) 
In dieser Arbeit wurden Polyacrylamidgele mit einer Polyacrylamidkonzentration von T = 10,8% 
und einer Quervernetzerkonzentration von C = 2,6% verwendet. 
Vor dem Auftragen der Proben wurden jeweils 20 µl Probe mit 5 µl SDS-DTT-Lösung versetzt 
und bei 95°C für 5 min inkubiert. Um eine optimale Auftrennung von Proteinen zu erreichen, 
wurde pro Probentasche eine nach 2.7.1 bestimmte Gesamtproteinmenge von maximal 60 µg in 
einem Probenvolumen von 20 µl aufgetragen. Zur Auftrennung der Proteine wurden eine 
Spannung von maximal 300 Volt und eine Stromstärke von konstant 25 mA pro Gel angelegt. 
Die Proteinfärbung basiert auf einer Kombination des acidischen Farbstoffes Zincon und des 
basichen Farbstoffes Ethylviolett (Choi et al., 2002). Dazu wurde das Gel zunächst dreimal für 5 
min in Fixierlösung gewaschen, um SDS und Pufferkomponenten zu entfernen. Danach wurde 
das Gel in 1 x Färbelösung inkubiert, bis die Proteinbanden gefärbt waren. 
 
Acrylamid / N,N’-Methylenbis-(acrylamid)-Stammlösung 30/0,8 (w/w) 
         15 g Acrylamid 
         0,4 g N,N’-Methylenbis-(acrylamid) 
         ad 50 ml H2Odeion 
 
Trenngelpuffer    3 M Tris/HCl, pH 8,8 
 
 Sammelgelpuffer    0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 
 
SDS-Tankpuffer (10 x)   0,25 M Tris/HCl 
       1,92 M Glycin 
       1% (w/v) SDS (pH 8,3) 
 
Probenpuffer     0,3 M Tris/HCl 
       5% (w/v) SDS 
       50% (v/v) Glycerin 
       0,02% (w/v) Bromphenolblau (pH 6,8) 
 
SDS-DTT-Lösung    90% (v/v) Probenpuffer 
       10% (v/v) 1 M DTT in H2Odeion 
  
 Fixierlösung     30% (v/v) Methanol 
       7% (v/v) Essigsäure 
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 Färbelösung (100 x)    0,4% (w/v) Zincon 
       0,3% (w/v) Ethylviolett 
       in Fixierlösung 
 
1 x Färbelösung wurde durch Verdünnen der Färbelösung (100 x) in Fixierlösung hergestellt. Als 
Proteinmarker kam ein vorgefärbter Marker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder) der 
Firma Fermentas zum Einsatz.  
 
2.7.2.2 Native PAGE 
Native Polyacrylamidgele wurden in dieser Arbeit ausschließlich für die Trennung von DNA-
Fragmenten genutzt. Hierzu wurden lediglich 5 bzw. 15%ige Trenngele (entspricht einem 
Verhältnis von 5,13/0,13 bzw. 15,4/0,4 T/C) mit 1 x TBE als Trenngelpuffer und ohne SDS 
gegossen. Die jeweiligen Proben wurden mit 1 x nativem Probenpuffer vermischt. 
 
 TBE (10 x)     450 mM Tris 
         450 mM Na-Borat 
         10 mM EDTA  
pH 8,0 
 
 Nativer Probenpuffer (6 x)   50% (w/v) Saccharose 
       0,1% (w/v) Orange G 
       10 mM Tris/HCl 
       1 mM EDTA 
       pH 8,0 
  
 Denaturierender Probenpuffer (5 x)  Nativer Probenpuffer (6 x) 
       10% (w/v) SDS 
       0,16 M EDTA 
 
 
Um DNA, die mit Proteinen interagiert, in das Gel einwandern zu lassen, wurden die 
entsprechenden Proben mit 1 x denaturierendem Probenpuffer vermengt. Als DNA-Marker kam 
ein 50 bp DNA Marker (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, Fermentas) zum Einsatz. 
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2.7.3 Blottingverfahren 
 
2.7.3.1 Western Blot 
Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)- 
Membranen (Milipore Immobilon P, Carl-Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) erfolgte 
nach der Methode des „Semi dry Electroblotting“ nach Towbin et al. (1979). Hierzu wurde das 
nach 2.7.2.1 angefertigte Polyacrylamid-Gel von seinem Sammelgel befreit. Das die Proteine 
enthaltende Trenngel wurde für 10 min in Transferpuffer äquilibriert. Die zugeschnittene 
Membran wurde für 10 s in Methanol äquilibriert, bevor sie zusammen mit dem Gel und den 
beiden Filterpapieren (Protean® XL Size, Bio-Rad) zusammengefasst und luftblasenfrei auf dem 
Semi-Dry Elektroblotter (Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) platziert wurde. Der 
Proteintransfer wurde bei einer maximalen Spannung von 24 V und einer Stromstärke von 
maximal 300 mA durchgeführt. Nach 42 min war der Transfer abgeschlossen. 
Ein erfolgreicher Proteintransfer konnte durch den Transfer der vorgefärbten Markerproteine 
festgestellt werden. Um die Zielproteine bzw. deren tag zu detektieren, wurde die Membran 2 x 
10 min mit TBS-Puffer gewaschen und zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen auf der 
Membran über Nacht in Blockingpuffer inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Membran 
zunächst 2 x 10 min mit TBS-Tween-Puffer und dann 1 x 10 min mit TBS-Puffer gewaschen. 
Der primäre Antikörper (s.u.) bzw. das primäre Antiserum (s.u.) wurde 1:1000 bzw. 1:5000 in 10 
ml Blockingpuffer verdünnt. Die Membran wurde 1-2 h in dieser Lösung inkubiert. Danach wurde 
sie wiederum 2 x 10 min mit TBS-Tween-Puffer und 1 x 10 min mit TBS-Puffer gewaschen. Von 
dem sekundären Antikörper (s.u.) wurden jeweils 4 µl in 10 ml Blockingpuffer gegeben und in 
dieser Lösung die Membran für 1-2 h inkubiert. Dieser Antikörper ist gegen den primären 
Antikörper gerichtet, es handelt sich hier um ein Antikörper-Alkalische Phosphatase-Konjugat. 
Um überschüssigen sekundären Antikörper zu entfernen, wurde die Membran anschließend 4 x 
10 min mit TBS-Tween-Puffer gewaschen.  
Für die durch die Alkalische Phosphatase katalysierte Farbreaktion wurden 10 ml 
Detektionslösung auf die Membran gegeben. Die Farbentwicklung verlief innerhalb von 10 - 20 s 
und konnte durch gründliches Spülen mit H2Odeion gestoppt werden. 
 
 
 Transferpuffer     25 mM Tris 
       150 mM NaCl 
       10% (v/v) Methanol 
 
TBS-Puffer     10 mM Tris/HCl, pH 7,5 
       150 mM NaCl 
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TBS-Tween-Puffer    20 mM Tris/HCl, pH 7,5 
       500 mM NaCl 
       0,05% (v/v) Tween 20 
 
Blockingpuffer     3% (w/v) BSA in TBS-Puffer  
 
Detektionspuffer    100 mM Tris/HCl, pH 9,5 
       100 mM NaCl 
       5 mM MgCl2 
 
Detektionslösung    66 µl BCIP-Stammlösung  
(50 mg/ml in 100% (v/v) DMF) 
       33 µl NBT-Stammlösung  
(50 mg/ml in 70% (v/v) DMF) 
         in 10 ml Detektionspuffer (dunkel lagern) 
 
Als primäre Antikörper kam ein Anti-MBP Antiserum (Kaninchen Antiserum, New England 
Biolabs) und ein Anti-His5 Antikörper (Mausisolat, Qiagen) zum Einsatz. Als sekundäre 
Antikörper wurden Alkalische Phosphatasekonjugate mit Anti-Kaninchen (Anti-Rabbit IgG, 
Sigma-Aldrich®, Schnelldorf, Deutschland) und Anti-Maus (Anti-Mouse IgG, Sigma-Aldrich®) 
Antikörpern genutzt. 
 
2.7.3.2 Southern Blot 
Nach der nach 2.7.2.2 durchgeführten nativen PAGE wurde zur Detektion von Digoxigenin 
(DIG)-markierter DNA ein Kapillartransfer der DNA auf eine Nylonmembran (Parablot NY plus, 
Macherey-Nagel, Dülmen, Deutschland) durchgeführt. Nach 1 h war der Kapillarblot 
abgeschlossen und die Blotmembran wurde in 10 x SSC-Puffer für 10 s gewaschen. Danach 
wurde der Puffer abgegossen und die DNA für 30 min bei 80°C auf der Membran fixiert. 
Nachdem die Membran 30 min in 1 x Blockinglösung zur Absättigung unspezifischer 
Bindestellen inkubiert wurde, konnte der 1:5000 in 1 x Blockinglösung verdünnte Anti-DIG-
Alkalische Phosphatase Antikörper (Anti-Dig-AP, Fab fragments, Roche) hinzugegeben werden. 
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 30 min wurde die Membran 3 x in Maleinsäure-Tween 
Puffer zur Entfernung von nicht-hybridisiertem Antikörper gewaschen. Danach erfolgte die 
Detektion durch Inkubation für mindestens 30 min in Detektionslösung (2.7.3.1). 
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SSC-Puffer (10 x)     1,5 M NaCl 
         0,15 M tri-Natriumcitrat-2-hydrat 
         ad 250 ml H2Odeion 
pH 7,0 
 
Blockingreagenz (10 x)  10 g Blockingreagenz (Roche) in  
100 ml Maleinsäurepuffer 
 
Blockinglösung (1 x)     1:10 Blockingreagenz in Maleinsäurepuffer 
 
Maleinsäurepuffer    0,1 M Maleinsäure 
        0,15 M NaCl 
         ad 1 l H2Odeion, mit NaOH auf pH 7,5  
    einstellen 
  
 Maleinsäure-Tween Puffer   Maleinsäurepuffer + 0,3% (v/v) Tween20 
 
2.7.4 Elektrophoretische Gelretardations-Versuche 
Mit diesem elektrophoretischen Gelretardations-Versuch (EMSA) sollten Interaktionen von 
Proteinen mit DIG-markierter DNA nachgewiesen werden. Hierzu inkubiert man DIG-markierte 
DNA mit dem zu untersuchenden Protein in einem Puffer und trägt dieses Gemisch auf ein 
natives Polyacrylamidgel auf. Bindet das Protein die angebotene DNA, so kommt es aufgrund 
der höheren Molekularmasse des Komplexes zu einer Retardation (mobility shift) der DNA im 
Gel. Nach entsprechendem Southern-Blot kann die DIG-markierte DNA detektiert werden. 
Die eingesetzte DNA wurde mittels PCR (2.5.5) generiert. Hierzu wurden ein 285 bp langes 
Fragment des linken pAL1-Terminus (links285, bp 1-285), ein 283 bp langes Fragment des 
rechten pAL1-Terminus (rechts283, bp 112710-112992) und ein internes 284 bp langes pAL1-
Fragment (intern284, bp 3045-3328) amplifiziert. Dabei wurde die DIG-Markierung mit einem 
primer eingeführt, der 5’-terminal diese Modifikation trug. Die PCR wurde mit einer Phusion® 
Hot Start DNA-Polymerase mit einer Extensionszeit von 10 s und einer Annealingtemperatur 
von 68°C durchgeführt. Die Sequenz der verwendeten primer befindet sich im Anhang (Tabelle 
A2). Die Amplifikate wurden nach 2.5.2.2 gereinigt, in 1 x Bindepuffer bei 99°C für 10 min 
inkubiert und sofort danach in flüssigem Stickstoff abgeschreckt. Dies sollte die doppelsträngige 
DNA in Einzelstränge denaturieren. Parallel dazu wurden auch Ansätze mit nicht thermisch 
denaturierter DNA angesetzt. Dabei enthielt jeder Ansatz 5 fmol DIG-markierte DNA. Diese 
wurde in 1 x Bindepuffer in einem 15 µl fassenden Ansatz mit jeweils 0 x, 200 x, 500 x und  
1000 x molaren Überschuss an Protein (MBP-ORF102, MBP-ORF103, MBP-XA-His7-ORF101-
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His6 und MBP) für 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz mit 1 x Ladepuffer versetzt 
und auf ein natives, 5%iges Polyacrylamidgel gegeben. Nach erfolgter PAGE (2.7.2.2) wurde 
die aufgetrennte DNA in einem Southern-Blot auf eine Nylonmembran übertragen und 
entsprechend detektiert (2.7.3.2). 
 
2 x Bindepuffer    20 mM Tris/HCl 
      160 mM NaCl 
      2 mM EDTA 
      20 mM DTT 
      10% (v/v) Glycerin 
      0,005% (v/v) Triton X114 
      pH 8 
 
6 x Ladepuffer    15% (w/v) Ficoll 400 
      0,02% (w/v) Bromphenolblau 
in 1 x Bindepuffer 
 
2.7.5 In vivo Quervernetzung von Proteinen und massenspektrometrische Analytik 
Die in vivo Quervernetzung von Proteinen sollte Interaktionspartner von pORF102 in A. 
nitroguajacolicus Rü61a identifizieren. Für eine nachfolgende Anreicherung wurde pORF102 als 
Oktahistidinfusionsprotein in A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2::ORF102] synthetisiert. 
Dieser Anreicherungs-tag hat den Vorteil, dass er selbst nicht in einer vorangegangenen 
Quervernetzungsreaktion beteiligt ist. Für die Quervernetzungsreaktion wurde Formaldehyd 
benutzt, welches Aminogruppen (Lysin-, Arginin-, Asparagin-, Glutaminreste und N-Termini von 
Proteinen) miteinander verknüpft (Vasilescu et al., 2004). Hierzu wurden die nach 2.4.2 
gezüchteten und geernteten Zellen von A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2::ORF102] 
zweimal in Phosphat-gepufferter Saline (PBS) gewaschen und schließlich auf eine OD600 nm von 
10 in PBS eingestellt. Von diesem Ansatz ausgehend wurden je 5 ml mit 0%, 0,2%, 0,5% und 
1% (v/v) Formaldehyd versetzt. Nach 30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 0,125 M Glycin gestoppt. Die Zellen wurden daraufhin wiederum 
zweimal in PBS gewaschen, mit 5 ml Denat.-Aufschlusspuffer versetzt und mittels Ultraschall 
aufgeschlossen (2.6.1.1). Nach Zugabe von 0,5 ml Ni-NTA Agarose (Qiagen, äquilibriert in 
Denat.-Aufschlusspuffer) wurden die Rohextrakt-Ni-NTA-Suspensionen 10 min unter 
Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert, danach in 500 µl umfassenden Schritten auf 
Filterröhrchen (Perfectprep® Gel Cleanup Kit Spin Columns, Eppendorf) appliziert und bei 6000 
× g zentrifugiert, bis der Rohextrakt das Röhrchen passiert hatte. Nachdem der komplette 
Rohextrakt von jedem Ansatz durch jeweils ein Röhrchen zentrifugiert worden ist, wurde die in 
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den Röhrchen zurückgehaltene Ni-NTA Agarose mit 5 ml Ni-NTA Waschpuffer in 500 µl 
umfassenden Schritten durch Zentrifugation unter den oben genannten Bedingungen 
gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch Zugabe von 500 µl Ni-NTA 
Elutionspuffer und Zentrifugation unter denselben Bedingungen. Das Eluat wurde daraufhin in 
einem Vakuumkonzentrator (SpeedVac Plus SC110A, Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & 
Co. KG, Bonn, Deutschland) auf ca. 40 µl eingeengt und mit 10 µl Probenpuffer zweimal in 
einem Volumen von jeweils 25 µl auf eine SDS-PAGE (2.7.2.1) geladen. Nach erfolgter 
Gelelektrophorese wurde eine Gelseite für einen Western-Blot (2.7.3.1) genutzt, während die 
andere mit Coomassie-Färbelösung gefärbt wurde. Aus dem gefärbten Gel wurden die Banden 
ausgeschnitten, die im ensprechenden Western-Blot detektierten (primärer Antikörper =  
Anti-His5 Maus IgG). 
Die nachfolgende Analytik zur Identifikation der ausgeschnittenen Proteinbanden erfolgte in 
Kooperation mit dem Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Hippler (Institut für Biochemie und 
Biotechnologie der Pflanzen, WWU Münster). Hierzu wurden zunächst die in den Gelfragmenten 
enthaltenen Proteine tryptisch nach Hippler et al. (2001) verdaut. Die nachfolgende Analytik 
mittels LC-MS/MS erfolgte nach Naumann et al. (2005). Dabei wurde die Nano-
Flüssigchromatographie an einem Ultimate 3000 System (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) 
durchgeführt, während die nachfolgenden Massenspektrometrie an einem LTQ Orbitrap XL 
(Thermo, Bremen, Deutschland) Massenspektrometer durchgeführt wurde. Die Auswertung der 
Spektren wurde nach der „big5“ Methode durchgeführt. Diese bestand zunächst aus einem 
vollständigen Scan, gefolgt von fünf MS/MS Fragmentierungen der fünf am häufigsten 
vorkommenden Peptide, die über den initialen vollständigen Scan identifiziert worden sind. 
 
 PBS      0,2 g KCl 
       8 g NaCl 
       0,24 g KH2PO4 
       1,44 g Na2HPO4 
       ad 1 l; pH 7,4 (HCl) 
       autoklavieren 
  
Denat.-Aufschlusspuffer   50 mM Natriumphosphatpuffer 
(Na2HPO4, NaH2PO4), pH 8,0 
       300 mM NaCl 
       1% (w/v) SDS 
 
Ni-NTA Waschpuffer    50 mM Natriumphosphatpuffer 
(Na2HPO4, NaH2PO4), pH 8,0 
       300 mM NaCl 
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Ni-NTA Elutionspuffer   50 mM Natriumphosphatpuffer 
(Na2HPO4, NaH2PO4), pH 5,5 
       300 mM NaCl 
 
Coomassie-Färbelösung   0,1% (w/v) Coomassie Blue G-250 
       50% (w/v) Trichloressigsäure 
       in H2Odeion 
 
Entfärbelösung    30% (v/v) Methanol 
       10% (v/v) Essigsäure 
       in H2Odeion 
 
2.7.6 Identifizierung von an terminale Proteine gebundene DNA 
Für diesen Versuch wurden nach 2.6.2.3 angereicherte Proteine als template in einer GoTAQ®-
katalysierten PCR (2.5.5) eingesetzt. Dabei wurde versucht, den linken pAL1-Terminus  
(bp 1-285, primer-Paar Links285for/rev), den rechten pAL1-Terminus (bp 112710-112992, 
primer-Paar Rechts283for/rev), eine interne pAL1-Sequenz (bp 3045-3328, primer-Paar 
Intern284for/rev) und eine chromosomal lokalisierte Sequenz (primer-Paar chromfor/rev) von A. 
nitroguajacolicus Rü61a [pAL1] zu amplifizieren. In Kontrollansätzen wurde nach 2.5.2.3 
isolierte Gesamt-DNA von A. nitroguajacolicus Rü61a bzw. keine DNA als template eingesetzt. 
 
2.7.7 Enzymaktivitätstests mit MBP-XA-His7-ORF101-His6 (MBP-TAPpAL1) 
Im Folgenden wird pORF101 als Telomer-assoziiertes Protein (TAPpAL1) bezeichnet, während 
das Fusionsprotein MBP-XA-His7-pORF101-His6 als MBP-TAPpAL1 bezeichnet wird. Alle 
folgenden Tests wurden in 1 x TAP-Puffer durchgeführt. 
 
 
10 x TAP-Puffer    350 mM Tris/HCl 
      720 mM KCl 
      50 mM MgCl2 
      50 mM DTT 
      pH 8,0 
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2.7.7.1 Test auf DNA-Topoisomeraseaktivität 
Topoisomerasefunktionen lassen sich durch Inkubation des zu testenden Enzyms mit zirkulärer 
Vektor-DNA beobachten. Falls Topoisomerasefunktion vorhanden ist, wird der Anteil an 
überspiralisierter Vektor-DNA entspannt und man kann nach Auftrennung in einer 
Agarosegelektrophorese nur noch zwei der drei typischen Isoformen (überspiralisiert, linear und 
zirkulär) erkennen.  
Für diesen Test wurde nach 2.5.2.1 aus E. coli DH5α [pET-22b(+)] isolierte pET-22b(+)-Vektor-
DNA genutzt. In zwei parallelen Ansätzen mit einem Gesamtvolumen von 60 µl wurden 810 ng 
(1,36 pmol) pET-22b(+)-DNA mit 2,4 µg (63,36 pmol) MBP-TAPpAL1 in 1 x TAP-Puffer mit und 
ohne 5 mM MgCl2 bei 30°C inkubiert. Zur Kontrolle wurde ein ebenso 60 µl umfassender Ansatz 
mit 1 µg (144 pmol) MBP-His6 und 810 ng (1,36 pmol) isolierter pET-22b(+)-DNA in 1 x TAP-
Puffer mit 5 mM MgCl2 angesetzt, der ebenfalls bei 30°C inkubiert wurde. In Abständen von 20 
min wurden jeweils 10 µl abgenommen und in flüssigem Stickstoff gelagert. Die Proben wurden 
mit nativem Probenpuffer (2.7.2.2) vermengt und in einem 1%igen Agarosegel (2.5.1) 
aufgetrennt. Mithilfe des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ (v1.38j, open source, National 
Institutes of Health, Bethesda, USA) und der bekannten DNA-Menge in den Markerbanden 
(High Range Marker, Fermentas) wurden die DNA-Mengen in den Banden der aufgetragenen 
Proben quantifiziert. 
 
2.7.7.2 Test auf DNA-Helikaseaktivität 
In einem qualitativen Helikasetest sollte TAPpAL1 zunächst auf seine Helikasefunktion gegenüber 
DNA mit unterschiedlichen Termini (glatte, 5’- bzw. 3’-Überhänge) getestet werden. Hierzu 
wurden 29 Nukleotide lange Oligomere (Microsynth, Balgach, Schweiz) mit einem ebenfalls 29 
Nukleotide langen, 5’-terminal DIG-markierten Oligomer (5’DIG) hybridisiert (Abbildung 11). 
Zwei der komplementären Oligomere hybridisieren dabei um 6 Nukleotide versetzt mit 5’DIG, 
sodass DNA-Dopplestränge mit 6 Nukleotide langen 5’ bzw. 3’-terminalen 
Einzelstrangüberhängen entstanden. Dazu wurden 15 µl einer Lösung aus 33 µM 5’DIG und  
66 µM komplementärem Oligomer vermischt und mit folgendem Programm im Thermocycler 
hybridisiert: 
 
1) 98°C, 10 min  6)  60°C, 2min 
2) 80°C, 2 min   7)  50°C, 2 min 
3) 73°C, 10 min  8)  40°C, 2min 
4) 70°C, 2 min   9)  30°C, 2min 
5) 65°C, 10 min  10)  20°C, ∞ 
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Nach der Hybridisierungsreaktion wurden die Ansätze 1:1000 mit H2Odeion verdünnt und ein 100-
facher Überschuss an nicht-DIG-markiertem 5’-Oligomer hinzugegeben. Dies sollte 
sicherstellen, dass im Falle einer Helikaseaktivität von TAPpAL1 das aufgeschmolzene nicht 
markierte Oligomer nicht wieder mit seinem komplementären DIG-markierten Fragment 
hybridisiert, sondern mit dem in größerer Anzahl vorliegenden, freien, nicht-markierten 
Oligomer. Das verdrängte markierte Oligonukleotid liegt dann vorwiegend einzelsträngig vor und 
kann aufgrund seines charakteristischen Wanderungsverhaltens gelelektrophoretisch 
nachgewiesen werden. Alle Ansätze enthielten 22,2 fmol/µl 5’DIG Oligomere. Ein Testansatz 
beinhaltete 100 fmol DIG-markierte DNA und wurde folgendermaßen erstellt: 
 
   4,5 µl hybridisierter Oligomer-Ansatz (entspricht 100 fmol DIG-DNA) 
   0,5 µl 40 mM ATP bzw. dATP (entspricht 2 mM ATP/dATP im Ansatz) 
   1 µl 10 x TAP-Puffer 
   0,14 µM MBP-TAPpAL1 bzw. 10 µM MBP-His6 
   ad 10 µl (H2Odeion) 
 
Diese Ansätze wurden für 2 h bei 30°C inkubiert und danach mit 1 x denaturierendem 
Probenpuffer (2.7.2.2) auf ein natives, 15%iges Polyacrylamidgel gegeben. Nach der PAGE 
wurde die aufgetrennte DNA in einem Southern-Blot auf eine Nylonmembran übertragen und die 
DIG-markierten Fragmente wurden entsprechend detektiert (2.7.3.2). 
 
  
 
Zur quantitativen Helikaseaktivitätsbestimmung wurde eine nach Eggleston et al. (1996) 
durchgeführte fluorimetrische Methode mit dem Fluorophor 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) 
genutzt. DAPI lagert sich bevorzugt an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA. 
Dabei fluoresziert es weitaus stärker (um den Faktor 10) als im frei vorliegenden Zustand. Unter 
Helikaseaktivität wird die DNA aufgeschmolzen und das angelagerte DAPI freigesetzt. Dies 
lässt sich anhand einer Fluoreszenzabnahme (Quenching) im Spektrofluorometer beobachten.  
Um verschiedene DNA-Termini als Substrat anzubieten, wurde zunächst nach 2.5.2.1 aus E. 
coli DH5α [pUC18] isolierte pUC18-Vektor-DNA mit den Restriktionsendonukleasen HindIII, PstI 
und SmaI linearisiert (2.5.4). Dies erzeugte Termini mit 3’ ssDNA- (PstI) und 5’ ssDNA-
Sticky29-3     3’-CACCGCTCGCGGGCTTTCTACTATCCGTT-5’ 
5’DIG            5’-DIG-AGCGCCCGAAAGATGATAGGCAAGCTTCC-3’ 
Blunt29              3’-TCGCGGGCTTTCTACTATCCGTTCGAAGG-5’ 
Sticky29-5                 3’-GCTTTCTACTATCCGTTCGAAGGCGCCAC-5’ 
Abbildung 11: Die im qualitativen Helikasetest verwendeten Oligomere. Die mit 5’DIG (rot) 
hybridisierenden Regionen der komplementären Oligomere sind untereinander (grün) dargestellt. 
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Überhängen (HindIII) sowie glatten Enden (SmaI). Für den quantitativen Test wurden 1 nM DNA 
(entspricht 2 nM Enden) mit 5 mM ATP und 4 µM DAPI in 1 x TAP-Puffer für 1 h abgedunkelt 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Helikasereaktion wurde durch Zugabe von 0,5 - 2 pM MBP-
TAPpAL1 gestartet und das Fluoreszenzquenching im Spektrofluorometer (FP-6500 
Spektrofluorometer, Jasco®, Gross-Umstadt, Deutschland) über einen Zeitraum von 10 min mit 
folgenden Parametern aufgezeichnet: 
 
  Anregungswellenlänge (λEX):   345 nm bei 1 nm Spaltbreite 
  Emissionswellenlänge (λEM):   467 nm bei 10 nm Spaltbreite 
  Responsetime :    1 s     
  Angelegte Spannung Photomultiplier: 480 V 
 
Um eine Quantifizierung des Helikaseumsatzes durchführen zu können, wurde linearisierte DNA 
für 10 min bei 99°C inkubiert und in flüssigem Stickstoff abgeschreckt. 1 nM dieser so 
gewonnenen (ss) DNA wurde mit 4 µM DAPI und 5 mM ATP in 1 x TAP-Puffer gegeben und im 
Spektrofluorometer gemessen. Dieser konstante Wert wurde als Bezugspunkt für vollständig 
einzelsträngig vorliegende DNA betrachtet (entspräche also der zu 100% durch Helikaseaktivität 
entspiralisierten dsDNA), während konstante Fluoreszenzwerte entsprechender Ansätze mit 
doppelsträngiger (ds) DNA vor Zugabe von MBP-TAPpAL1 einem 0%igen Umsatz entsprachen. 
 
2.7.7.3 Tests auf DNA-Polymeraseaktivität 
Im Folgenden werden die Bezeichnungen links50, links70 und links285 bzw. rechts70 und 
rechts283 eingeführt. Dabei handelt es sich um die ersten 50, 70, 285 oder 283 Basen des 
linken bzw. rechten pAL1-Terminus. Während die Oligomere links50, links70 und rechts70 als 
ssDNA vorlagen, wurden die Fragmente links285, rechts283 und intern251 via PCR generiert 
und lagen folglich als dsDNA vor. Bei den Bezeichnungen prot50c, prot50g, prot50t und prot50a 
handelt es sich um eine zufällige 50 Nukleotide lange ssDNA-Sequenz, die komplementär in  
5’-3’-Richtung als erstes ein dCMP, dGMP, dTMP oder dAMP einbauen lässt. Die Sequenzen 
dieser Oligomere bzw. die der zur Amplifikation genutzten primer befinden sich im Anhang 
(Tabelle A2). 
 
2.7.7.3.1 DNA-Polymeraseaktivitätstests mit Radionukleotiden 
In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob TAPpAL1 DNA-Polymeraseaktivität aufweist. 
Hierzu wurde MBP-TAPpAL1 zunächst in einem qualitativen Test mit einem Oligonukleotid als 
template, an dem ein kurzer primer hybridisiert war, inkubiert. In Gegenwart von Desoxy-
nukleotidtriphosphaten (dNTPs), von denen eines radioaktiv markiert war, sollte ausgehend vom 
primer der komplementäre Strang in 5’-3’-Richtung synthetisiert werden. Hierbei wurde darauf 
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geachtet, dass alle Nukleotide benutzt wurden. Daher wurde das template mit dem 
hybridisierten primer so gewählt, dass zuerst die übrigen dNTPs (dATP, dTTP, dGTP) eingebaut 
werden mussten, bevor das erste radioaktiv markierte dCTP [α-32P] (3,3 µM, 3000 Ci/mmol, 250 
µCi, 10 mCi/ml, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) eingebaut werden konnte. Für dCTP [α-32P] 
wurde sich entschieden, da die 3’-pAL1-Termini auf G-G enden und somit komplemantär als 
erstes dieses Nukleotid einbauen lassen. Die 50 bp lange ssDNA (links50) wurde mit folgendem 
Programm im Thermocycler mit dem primer (links13t) in einem äquimolaren Verhältnis 
hybridisiert und ist in Abbildung 12 abgebildet: 
    
1) 98°C, 2 min   5)  40°C, 2min 
2) 65°C, 2 min   6)  30°C, 2 min 
3) 55°C, 10 min  7)  10°C, ∞ 
4) 50°C, 2 min  
 
 
Ein Testansatz wurde folgendermaßen erstellt: 
 
   0,4 µl 3,3 µM dCTP [α-32P] (66 nM im Ansatz) 
   0,4 µl 3,3 µM jeweils dATP, dGTP und dTTP (66 nM im Ansatz) 
   0,4 µl 50 µM hybridisiertes template (1 µM im Ansatz) 
   88 nM MBP-TAPpAL1 
   2 µl 10 x TAP-Puffer 
   ad 20 µl mit H2Odeion 
 
Dieser Ansatz wurde für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, mit 1 x nativem Probenpuffer 
versetzt und in einem 15%igen, nativen Polyacrylamidgel (2.7.2.2) aufgetrennt. Zur Fixierung 
des Polyacrylamidgels wurde dieses mithilfe von PlusOne™ Bind-Silane (g-Methacryloxy-
propyltrimethoxysilan, GE Healthcare) nach Herstellerangaben auf einer Glasplatte kovalent 
quervernetzt. Um die Gegenglasplatte leichter zu lösen wurde diese vor dem Gießen des Gels 
mit PlusOne™ Repel-Silane (2% (v/v) Dimethyldichlorosilan in Oktamethylcyclooktasilan, GE 
Healthcare) nach Herstellerangaben behandelt. 
links13t 5’-CCTGCGGGGAAGG 
links50  3’-GGACGCCCCTTCCACTGGGCCCGACGCGGGCCAAGAAAGGGGACGGGGCC-5’ 
Abbildung 12: Das mit einem kurzen primer (links13t) hybridisierte template (links50). Miteinander 
hybridisierende Regionen sind untereinander dargestellt. Erst nachdem dTTP, dGTP und dATP 
eingebaut worden sind, kann das erste dCTP [α-32P] (das komplementäre G ist grau hinterlegt) 
eingebaut werden. 
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Zusätzlich zu diesem Ansatz wurde ein genauso erstellter und inkubierter Ansatz mit 800 nM 
MBP-His6 anstatt 88 nM MBP-TAPpAL1 als Negativkontrolle aufgetrennt. Anstelle des 
hybridisierten templates wurden in zwei weiteren Ansätzen 15 nM MBP-pORF102 und 1 µM 
links50 bzw. 1 µM rechts50 DNA unter denselben Bedingungen angesetzt und inkubiert. Als 
Positivkontrolle wurden zwei Ansätze mit links13t hybridisiertem links50 template und 0,1 bzw.  
5 U GoTAQ anstatt 88 nM MBP-TAPpAL1 bei 72°C für 1 h inkubiert. Nach der PAGE wurde das 
Gel in Ethidiumbromid gefärbt (2.5.1) und mittels eines Phosphoimagers (PharosFX Plus, Bio-
Rad) wurden sowohl die Ethidiumbromid-gefärbten DNA-Banden als auch die radioaktiven 
Signale dokumentiert. Ebenso erstellte Ansätze mit 75 nM MBP-pORF102 als potentiellem 
Protein-primer und 1 µM links50 bzw rechts50 als nicht-hybridisiertes template wurden unter 
denselben Bedingungen inkubiert und mit 1 x denaturierendem Probenpuffer auf ein 10,8%iges 
SDS-Polyacrylamidgel gegeben. Dieses Polyacrylamidgel wurde wie oben beschrieben auf eine 
Glasplatte kovalent quervenetzt. Radioaktive Signale wurden ebenfalls mit einem 
Phosphoimager dokumentiert. 
 
2.7.7.3.2 DNA-Polymeraseaktivitätstests mit einer Realtime-PCR 
Da der vorangegangene Test auf DNA-Polymeraseaktivität (2.7.7.3.1) zwar die Frage klärt, ob 
TAPpAL1 eine DNA-Polymerasefunktion ausweist, jedoch nicht zeigen kann, ob in Kombination 
mit einer eventuell vorhandenen DNA-Helikasefunktion (2.7.7.2) eine exponentielle Amplifikation 
erfolgt, wurde eine Realtime-PCR mit MBP-TAPpAL1 durchgeführt. Die hier angewandte Methode 
basiert auf dem Cyaninfarbstoff SYBR® Green I (2-{2-[(3-Dimethylamino-propyl)-propylamino]-
1-phenyl-1H-chinolin-4-ylidenmethyl}-3-methyl-benzothiazol-3-ium- Kation, Invitrogen GmbH, 
Karlsruhe, Deutschland), welcher nicht nur zwischen die Basen doppelsträngiger DNA-
Fragmente interkaliert, sondern sich auch an die kleine Furche der DNA-Helix lagern kann 
(Zipper et al., 2004). In einem so gebundenen Zustand fluoresziert SYBR® Green I deutlich 
stärker als im frei vorliegenden Zustand. Wird nun aufgrund einer DNA-Polymeraseaktivität in 
einem entsprechenden Reaktionsgemisch DNA amplifiziert, so bindet immer mehr des freien 
SYBR® Green I - Farbstoffes und die Fluoreszenz steigt stetig an. Mithilfe eines 
entsprechenden Thermocyclers mit Fluoreszenzdetektor, wird die Beobachtung der 
verschiedenen Phasen (exponentielle, lineare und Plateauphase) einer PCR-Reaktion in 
Echtzeit möglich. Hierzu wurde freundlicherweise vom Arbeitskreis Prof. Dr. Meinhardt (Institut 
für Molekulare Mikrobiologie und Biotechnologie, WWU Münster) ein StepONE Realtime-PCR 
Gerät (Applied Biosystems Inc., Foster City, Ca, USA) zur Verfügung gestellt. Die Fluoreszenz 
des Reporters (SYBR® Green I) dividiert durch die Fluoreszenz des passiven 
Referenzfluorophors (ROX, Invitrogen GmbH) ergibt den Rn-Wert. Der in der Realtime-PCR 
aufgezeichnete ∆Rn-Wert gibt die Differenz des gemessenen Rn-Wertes minus des anfäglichen 
Rn-Wertes (zu dem noch keine Fluoreszenzerhöhung gemessen wurde) wieder. 
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Zunächst wurde ein 2 x Mastermix folgendermaßen zusammengestellt: 
 
   200 µl 10 x TAP-Puffer (2.7.7) 
   40 µl ROX 50 x Referenzfarbstoff 
   8 µl 1:100 SYBR® Green (10000 x Stammlsg. in DMSO) (0,4 x im Ansatz) 
   25 µl 10 mM jedes dNTPs (125 µM im Ansatz) 
   727 µl H2Odeion 
 
Um die Funktion der Methode bzw. des Mastermix zu verifizieren, wurden Ansätze mit 0,1 U 
GoTAQ DNA-Polymerase und 0,1-0,5 µM links70 als template mit 0,3 µM der primer links13t 
und links15g in 1 x Mastermix in einem Gesamtvolumen von 20 µl erstellt. Die Amplifikation 
wurde mit folgendem Programm durchgeführt: 
 
1) 95°C, 20 s 
2) 95°C, 10 s 
3) 60°C, 20 s  40 x 
4) 72°C, 10 s 
 
Reaktionen mit MBP-TAPpAL1 als DNA-Polymerase wurden generell in einem Reaktionsvolumen 
von 20 µl im StepONE Gerät bei konstant 30°C durchgeführt. Hierzu wurden Pseudo-Zyklen aus  
30 s „Denaturieren“ und 30 s Annealing/Verlängern in einer Zweischritt-PCR definiert. Dabei ist 
zu beachten, dass am Ende eines einminütigen Pseudo-Zyklus nicht wie in einer „klassischen“ 
PCR die Reaktion nach einmaliger Verdopplung zum Erliegen kommt. Vielmehr muss davon 
ausgegangen werden, dass bei gleichzeitig ausgeprägter Helikaseaktivität seitens MBP-TAPpAL1 
durchaus mehrere oder weniger Amplifikations-Zyklen innerhalb eines Pseudo-Zyklus ablaufen 
können. Für die Amplifikation ausgehend von DNA-primern wurden je 0,3 µM links13t- und links 
15g-primer mit 0,1 µM links70-template und 0,176 µM MBP-TAPpAL1 in 1 x Mastermix inkubiert. 
Um die Amplifikation ausgehend von einem doppelsträngigen template untersuchen zu können, 
wurden 285 bp des linken (links285), 283 bp des rechten pAL1-Terminus (rechts283) und 251 
bp einer internen pAL1-Sequenz (intern251) mittels PCR (2.5.5) amplifiziert und nach 2.5.2.2 
gereinigt. Für die Amplifikation ausgehend von Protein-primern wurden generell 0,065 µM MBP-
pORF102 als potentieller Protein-primer mit 0,1 µM template und 0,07 µM MBP-TAPpAL1 in 1 x 
Mastermix inkubiert. Als template wurden dabei jeweils links285, rechts283 und intern251 als 
dsDNA und links70, rechts70, prot50C, prot50G, prot50T und prot50A als ssDNA verwendet. 
Die Sequenzen aller genannten templates und primer befinden sich im Anhang (Tabelle A2). 
Sollten ausgehend vom Protein-primer MBP-pORF102 generierte Amplifikate in einem 
Polyacrylamidgel aufgetrennt werden, so wurden diese vorher bei 55°C für 1 h mit 1 µg/µl 
Proteinase K inkubiert. Dies sollte die kovalent gebundenen Protein-primer abdauen und somit 
ein Einwandern der Amplifikate in das Gel ermöglichen. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Synthese und Anreicherung von Fusionsproteinen 
Die in Vektoren klonierten Gene (2.3) wurden nach 2.5.6 komplett mit ihren flankierenden 
Regionen sequenziert und mit den Sequenzen der entsprechenden Bereiche auf pAL1 
verglichen (GenBank-Nr. AM286278.2). Dabei wurde darauf geachtet, dass sich Sequenzen, die 
von unterschiedlichen Sequenzier-primern ausgingen, überlagerten. Alle im Folgenden 
verwendeten Expressionsplasmide trugen die korrekten Sequenzen.  
 
3.1.1 Anreicherung von MBP-pORF102, MBP-pORF103 und MBP aus rekombinanten  
E. coli Stämmen 
Ausgehend von E. coli ER2508 [pRARE, pMAL-c2x::ORF102 oder pMAL-c2x::ORF103] wurden 
pORF102 und pORF103 als MBP-Fusionsproteine synthetisiert. Nach der Kultivierung (2.4.1) 
konnten für beide Stämme aus einem Kulturvolumen von jeweils 3 l Zellen mit einem 
Zellfeuchtgewicht von 10,3 g gewonnen werden. Die jeweils ca. 23 kDa großen Proteine 
pORF102 (23337,8 Da) und pORF103 (23332,5 Da) neigen dazu, während einer heterologen 
Synthese in E. coli in Einschlusskörpern vorzuliegen. Daher mussten diese mit einem 
Fusionsprotein synthetisiert werden, welches eine hohe Löslichkeit in E. coli vermittelt. Das 
MBP ist als Fusions-tag für solche Zwecke prädestiniert, da es ebenfalls aus E. coli stammt und 
dort aufgrund seiner physiologischen Funktion (vgl. 2.6.2.1; Ehrmann et al., 1998) noch in 
hohen Konzentrationen löslich sein muss. Alle vorangegangenen Versuche, pORF102 oder 
pORF103 als Fusionen mit anderen tags (Chitinbindedomäne, Hexa-/Oktahistidin, Mxe GyrA-, 
Ssp DnaB- und Sce VMA-Inteine) zu gewinnen, führten zur Synthese unlöslicher Proteine (nicht 
gezeigt). 
Nach einer Anreicherung der MBP-Fusionsproteine an einer Amylosematrix (2.6.2.1) konnte 
eine co-Anreicherung von MBP beobachtet werden, die eigentlich durch den malE-defizienten 
Wirtsstamm E. coli ER2508 verhindert werden sollte. Neben der Möglichkeit, dass die 
Produktionsstämme dennoch eine malE-Kopie trugen, ist es jedoch wahrscheinlicher, dass der 
pORF102- bzw. pORF103-Fusionsanteil bis zum stabilen MBP-Fusionsanteil von wirtseigenen 
Proteasen verdaut wurde. Da der rekombinante Stamm sehr viel höhere Zelldichten erreicht, 
wenn die Synthese dieser Fusionsproteine nicht induziert wird (nicht gezeigt), scheinen diese 
einen toxischen Effekt auf ihn auszuüben. Somit könnte die proteolytische Degradation des 
Fusionsanteils bis zum MBP eine Reaktion des Stammes zur Detoxifizierung der synthetisierten 
Fusionsproteine sein. Um das co-angereicherte MBP und weitere Fremdproteine zu entfernen, 
wurde eine zweite Anreicherung an einem Anionentauscher (Q6, 2.6.2.2) durchgeführt. Dabei 
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wurde gleichzeitig das bei der Anreicherung von MBP-pORF102 abgetrennte MBP als 
Referenzprotein aufbewahrt. Die bei den jeweiligen Anreicherungsschritten eluierten Proteine 
wurden in einer 10,8%igen SDS-PAGE (2.7.2.1) aufgetrennt und deren MBP-Fusionsanteil nach 
einem Western-blot detektiert (2.7.3.1, Abbildung 13). 
 
 
Abbildung 13: Anreicherung der Fusionsproteine MBP-pORF102 und MBP-pORF103, sowie MBP 
aus E. coli ER2508 [pRARE, pMal-c2x::ORF102 oder pMal-c2x::ORF103]. 10,8%ige SDS-PAGE 
(Spuren M, I, 1-3) und entsprechender Western-blot. 
M = Prestained Proteinmarker (Fermentas), 1 = Rohextrakt (30 µg), 2 = Amylose-Eluat (20 µg), 3 = 
Anionentauscher-Eluat (6 µg), 4 = entsprechender Western-blot von Spur 3, I = co-angereichertes 
MBP nach Anionentauscherchromatographie (10 µg), II = entsprechender Western-blot von Spur I; 
Spuren 4 und II: hybridisiert mit Anti-MBP Kaninchen Antiserum. 
 
MBP-pORF102 (66277,5 Da) konnte bis zur elektrophoretischen Reinheit angereichert werden, 
während MBP-pORF103 (66141,1 Da) noch deutliche Kontaminationen unter anderem mit MBP 
(ca. 40 kDa) und einem Protein von der doppelten Größe von MBP-pORF103 (ca. 132 kDa) 
enthielt. Sowohl MBP als auch die MBP-pORF102- bzw. MBP-pORF103-Fusionsproteine 
konnten in einem nachfolgenden Western-blot durch Hybridisierungen mit Anti-MBP Kaninchen 
Antiserum nachgewiesen werden. Dabei konnte das potentielle Dimer von MBP-pORF103 
ebenfalls mit dem Antiserum hybridisieren. Die Menge an gereinigten Fusionsproteinen war mit 
jeweils ca. 0,2 mg sehr gering. Die Menge an MBP betrug mit 0,4 mg ungefähr das Doppelte der 
angereicherten Fusionsproteine.  
 
3.1.2 Anreicherung von MBP-pORF102 und MBP-pORF103 aus rekombinanten  
A. nitroguajacolicus Stämmen 
Ausgehend von einer Expression in A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2MalE::ORF102 
oder pART2MalE::ORF103] wurden die Fusionsproteine MBP-pORF102 und MBP-pORF103 an 
einer Amylosematrix (2.6.2.1) und einem Glasfilter (2.6.2.3) angereichert. Bei einer Synthese in 
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A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1] war insbesondere darauf zu achten, dass die Fusionsproteine 
keine Erkennungsstelle für die Faktor-XA Protease besaßen, da Vorversuche darauf hinwiesen, 
dass diese von wirtseigenen Proteasen erkannt wird. So konnte in Zellen, die MBP-
Fusionsproteine mit einer Faktor XA-Protease-Erkennungssequenz synthetisierten, über eine 
Western-Blot Analytik (Anti-MBP Kaninchen Antiserum) nur freies MBP nachgewiesen werden. 
Erst nach Deletion der für eine Faktor XA-Erkennungsstelle codierenden Plasmidregion konnte 
auch in diesen Zellen intaktes MBP-Fusionsprotein nachgewiesen werden. 
Um nur Fusionsproteine und Fusionsproteine mit kovalent gebundener DNA anzureichern, 
wurde frei vorliegende DNA durch einen Glasfilter entfernt (2.6.2.3). Die Elution erfolgte unter 
denaturierenden Bedingungen mit SDS, was nicht-kovalente Interaktionen der Proteine mit DNA 
auflösen sollte. Nach der Elution der Fusionsproteine vom Glasfilter mit eventuell kovalent 
gebundener DNA wurden diese Eluate zweimal mit Isopropanol gefällt (2.5.2.3, ab Punkt 8), um 
das enthaltene SDS zu entfernen. Diese Eluate wurden daraufhin als templates für eine PCR 
mit einer GoTAQ® DNA-Polymerase zur Identifikation von kovalent gebundener DNA verwendet 
(3.2.2). Die Fusionsproteine MBP-pORF102 (64127,5 Da) und MBP-pORF103 (63991 Da) 
wurden erfolgreich angereichert, in einer 10,8%igen SDS-PAGE (2.7.2.1) aufgetrennt und deren 
MBP-Fusionsanteil wurde nach einem Western-blot detektiert (2.7.3.1, Abbildung 14). Dabei 
konnte nach jedem Anreicherungsschritt sowohl das Fusionsprotein als auch das co-
angereicherte MBP detektiert werden. Auffällig war, dass MBP-pORF102 nach Trennung im 
SDS-Polyacrylamidgel eine höhere Molekularmasse vermuten ließ (ca. 70 kDa), als aus der 
Aminosäuresequenz berechnet (ca. 64 kDa). Dabei sollten beide Fusionsproteine entsprechend 
ihrer berechneten Molekularmasse gleich weit in das Gel einwandern. Möglicherweise kommt 
diese Differenz durch kovalent an MBP-pORF102 gebundene DNA zustande.  
 
 
Abbildung 14: Anreicherung der Fusionsproteine MBP-pORF102 und MBP-pORF103 aus  
A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pMal-c2x::ORF102 oder pMal-c2x::ORF103].  
10,8%iges SDS-Polyacrylamidgel (a) und entsprechender Western-blot (b, hybridisiert mit Anti-
MBP Kaninchen Antiserum). M = Prestained Proteinmarker (Fermentas; mit den Molekularmassen 
von 130, 100, 70, 55 und 35 kDa), 1 = Amylose-Eluat, 2 = Glasfilter-Eluat, 3 = Glasfilter-Eluat nach 
zweimaliger Isopropanol-Fällung. 
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3.1.3 Anreicherung von pORF102-His8 nach in vivo Quervernetzung 
Ausgehend von einer Kultivierung von A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2::ORF102] 
sollte das synthetisierte Fusionsprotein pORF102-His8 mit seinen Interaktionspartnern mittels 
Formaldehyd in vivo quervernetzt werden (2.7.5). Für diesen Versuch war ein Oktahistidin-tag 
von Vorteil, da er zum einen klein genug ist, um aus sterischen Gründen die Interaktion nicht zu 
behindern und zum anderen nicht durch Formaldehyd vernetzt werden kann. Allerdings 
vermittelt dieser tag keine erhöhte Löslichkeit für die nachfolgende Anreicherung. Daher wurde 
eine denaturierende Anreicherung in Gegenwart von SDS an einer Ni-NTA-Agarose durch-
geführt (2.7.5). Die Eluate der Chromatographien der verschiedenen Ansätze mit ansteigenden 
Formaldehydkonzentrationen (0%, 0,2%, 0,5% und 1% (v/v)) wurden in einer 10,8%igen SDS-
PAGE aufgetrennt. Dabei wurden die Proben doppelt auf das Gel aufgetragen, um eine Seite in 
einem Western-Blot zu verwenden und die andere zu färben. Nach entsprechender Detektion 
(Anti-His5 Maus IgG) konnten die in der zweiten Gelhälfte gefärbten Banden verschiedenen TP-
His8-Fusionsprotein-Komplexen zugeordnet und extrahiert werden. Dabei konnte eine 
Verschiebung der detektierten Banden mit ansteigenden Formaldehydkonzentrationen zu 
höhermolekularen Massen beobachtet werden (nicht gezeigt). So wurde eine Bande bei ca.  
28 kDa (Ansatz mit 0,2% (v/v) Formaldehyd), eine Bande bei ca. 50 kDa (Ansatz mit 0,5% (v/v) 
Formaldehyd) und eine Bande bei ca. 250 kDa (Ansatz mit 1% (v/v) Formaldehyd) 
ausgeschnitten. Hier war unbedingt darauf zu achten, dass keine Kontaminationen (z.B. Keratin 
von Hautschuppen) für die nachfolgende Analytik in die Proben gelangten (3.2.2). 
 
3.1.4 Anreicherung von MBP-XA-His7-pORF101-His6 und MBP-His6 
Die Synthese von pORF101 war mit mehreren Problemen verbunden. Zunächst gestaltete sich 
die Konstruktion eines entsprechenden Expressionsvektors als schwierig, da pAL1.101 mit 5118 
bp nicht in einem Schritt komplett in Klonierungsvektoren inseriert werden konnte. Nachdem das 
Gen über zwei Schritte in pET-22b(+) inseriert worden war (2.3.3), konnte das in E. coli  
Rosetta 2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::ORF101] synthe-
tisierte Fusionsprotein pORF101-His6 (187830,5 Da) mit 
einer Western-blot Analyse (Anti-His5 Maus IgG detektiert) 
größtenteils degradiert und hauptsächlich in der unlöslichen 
Zellpelletfraktion lokalisiert werden (Abbildung 15). 
Abbildung 15: Synthese von pORF101-His6 in E. coli Rosetta 
2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::ORF101]. 10,8%iges SDS-
Polyacrylamidgel (A) und entsprechender Western-blot (B, 
hybridisiert mit Anti-His5 Maus IgG).  
M = Prestained Proteinmarker (Fermentas), 1 = Rohextrakt 
(25 µg), 2 = Zellpelletfraktion (25 µg). 
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Dabei war das Plasmid pRARE2 stets anwesend, um in E. coli selten vorkommende tRNAs zur 
Verfügung zu stellen, da pAL1.101 insgesamt 56 in E. coli selten genutzte Codons beinhaltet 
(15 x Arg [AGG, AGA, CGA], 3 x Iso [ATA], 38 x Pro [CCC]; analysiert mit dem Programm „Rare 
Codon Calculator“, http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/). Um das Löslichkeitsproblem von 
pORF101 zu umgehen, wurde es daraufhin mit unterschiedlichen Affinitäts-tags (NusA, 
Chitinbindedomäne, Thioredoxin und Streptavidin II) als Fusionsprotein synthetisiert, von denen 
aber keiner zu löslichem Protein führte. Auch eine Kombination von Fusionsproteinen mit dem 
Leaderpeptid PelB zur periplasmiatischen Lokalisation der Fusionsproteine resultierte wiederum 
in unlöslichen Proteinen. Schließlich konnte ausgehend von pET-22b(+)::MalE-XA-His7-
ORF101-His6 (2.3.3) durch eine N-terminale Fusion mit einem MBP erstmals lösliches, intaktes 
Fusionsprotein synthetisiert werden. Eine Anreicherung an einer Amylosematrix zeigte neben 
zahlreichen co-angereicherten Degradationsprodukten auch angereichertes, vollständiges MBP-
XA-His7-pORF101-His6, welches im Folgenden als Telomer-assoziiertes Protein (MBP-TAPpAL1) 
bezeichnet wird. Um die Degradationsprodukte zu entfernen, musste eine Anreicherungsmatrix 
gewählt werden, die keine spezifischen Affinitäten ausnutzte, damit Degradationsprodukte mit 
ähnlichen Eigenschaften nicht co-angereichert wurden. Daher wurde im nachfolgenden Schritt 
eine Größenausschlusschromatographie durchgeführt. Dabei konnte im Bereich der Aus-
schlussgröße (600 kDa) ein Protein eluiert werden, welches in der nachfolgenden Ultrafiltration 
(2.6.2.5) an einer Polyethersulfon-Membran verloren ging. Dieses Phänomen wird häufig bei der 
Anreicherung von Proteinen beobachtet, die mit DNA interagieren. Dabei adsorbieren diese 
Proteine unspezifisch an den Oberflächen von Gefäßwänden oder Membranen, mit denen sie in 
Kontakt kommen. Des Weiteren kann es auch zu Aggregatbildung der Proteine untereinander 
kommen. Um diese Effekte zu verhindern, wird oft Rinderserumalbumin (BSA) der 
Proteinlösung zugegeben (Zhang et al., 1992). Um nun aber in den nachfolgenden 
Aktivitätstests keine Fremdproteine in der MBP-TAPpAL1-Lösung zu haben, wurde nach einer 
anderen Möglichkeit gesucht, dieses Protein in Lösung zu halten. Eine Option ist die Zugabe 
einer Verbindung aus der relativ neuen Stoffgruppe der nichtdetergenten Sulfobetaine (NDSB). 
Dabei handelt es sich um zwitterionische Verbindungen, die beispielsweise im Gegensatz zu 
dem üblicherweise verwendeten 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propansulfonat 
(CHAPS) keine denaturierende Wirkung auf Proteine haben. Ganz im Gegenteil dazu werden 
NDSBs sogar renaturierende Eigenschaften zugesagt (Vuillard et al., 1998), welche häufig in 
kommerziell vertriebenen Rückfaltungs-Kits genutzt werden (vgl. iFOLD® Protein Refolding 
System 2, Novagen). Daher wurde eine Verbindung aus dieser Stoffgruppe (3-(1-Pyridino)-1-
Propansulfonat, im Folgenden als NDSB-201 bezeichnet) während der Anreicherung von MBP-
TAPpAL1 genutzt. Dabei war darauf zu achten, dass der Rohextrakt eine relativ hohe 
Konzentration an NDSB-201 enthielt und alle Eluate ebenfalls mit NDSB-201 versetzt wurden,  
 bevor sie weiterverwendet wurden, um MBP-TAPpAL1 in Lösung zu halten. So konnte letztendlich 
auch eine gute Anreicherung von MBP-TAPpAL1 erreicht werden (Abbildung 16). 
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Um den Fusionsanteil von MBP-TAPpAL1, das MBP, als Referenzprotein zu gewinnen, wurde 
malE in dasselbe Vektorsystem (pET-22b(+)) kloniert und das entsprechende Fusionsprotein 
MBP-His6 in E. coli Rosetta 2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::MalE-His6] synthetisiert. Nach einer 
Amyloseanreicherung ausgehend von Rohextrakt, der ebenfalls NDSB-201 enthielt, konnte 
angereichertes MBP-His6 gewonnen werden (Abbildung 16). 
 
 
Abbildung 16: Anreicherung von MBP-TAPpAL1 (Bahnen 1-3) und MBP-His6 (Bahn 4) aus E. coli 
Rosetta 2 (DE3) [pRARE2, pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-His6] bzw. aus E. coli Rosetta 2 (DE3) 
[pRARE2, pET-22b(+)::MalE-His6]. 10,8%iges SDS-Polyacrylamidgel (A) und entsprechender 
Western-blot (B, hybridisiert mit Anti-His5 Maus IgG). 
M = Prestained Proteinmarker (Fermentas), 1 = Rohextrakt (30 µg), 2 = Amyloseeluat (15 µg),  
3 = eingeengtes Gelfiltrationseluat (4 µg), 4 = Amyloseeluat (10 µg). 
 
Das ca. 231 kDa große MBP-TAPpAL1 (MBP-XA-His7-pORF101-His6, 231253,8 Da) konnte in 
Gegenwart von NDSB-201 elektrophoretisch nahezu rein angereichert werden. Dabei wurden 
ausgehend von einem Kulturvolumen von 3 l Zellen mit einem Zellfeuchtgewicht von 13,7 g 
geerntet, aus denen insgesamt 0,26 mg reines MBP-TAPpAL1 gewonnen wurde. 
Interessanterweise eluierte bei dem letzten Anreicherungsschritt über eine Gelfiltrationsmatrix 
MBP-TAPpAL1 schon vor der Ausschlussgröße von 600 kDa. Um die native Größe zu 
bestimmen, wurde reines MBP-TAPpAL1 nochmals auf eine andere Gelfiltrationsmatrix mit einer 
größeren Ausschlussgröße (Bio-Prep SE-1000/17, Bio-Rad) unter denselben Bedingungen 
aufgetragen. Dabei eluierte MBP-TAPpAL1 wiederum vor der Ausschlussgröße von 1500 kDa. Es 
könnte sein, dass der Trenneffekt der Matrix NDSB-201 von MBP-TAPpAL1 entfernt und somit 
zur Aggregatbildung führt. Es wäre aber auch denkbar, dass TAPpAL1 nativ als Multimer vorliegt. 
Allerdings müsste es sich dabei entsprechend dem Elutionsverhalten von der Gelfiltrations-
matrix um mindestens ein Hexamer handeln. 
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3.2 Versuche mit den potentiell pAL1-terminalen Proteinen pORF102 und pORF103 
Da die Aminosäuresequenz von pORF102 zwar schwache, aber erkennbare Homologien mit 
bekannten terminalen Proteinen aus Streptomyceten aufweist (3.2.1), wurde dieses Protein 
genauer untersucht. In Anbetracht der unterschiedlichen Sekundärstrukturen, die für die beiden 
pAL1-Termini vorhergesagt wurden (Parschat et al., 2007), wäre es denkbar, dass es ein 
terminales Protein für jeweils einen Terminus gibt. pORF102 besitzt einen theoretischen, sehr 
basischen isoelektrischen Punkt von 9,97 (berechnet mit dem Programm „Compute pI/Mw“, 
http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html), welcher durch einen hohen Anteil an basischen 
Aminosäuren bedingt ist. Diese Beobachtung wird häufig bei DNA-Bindeproteinen gemacht, da 
sie mit ihren basischen Aminosäuren mit dem acidischen Polyphosphat-Rückgrat der DNA 
interagieren. Ein ebenso basischer pI von 10,05 ließ sich auch für das pORF103-Protein 
berechnen. Zwar besitzt dieses Protein keine Homologien zu bekannten terminalen Proteinen 
von Streptomyceten, jedoch wurde es aufgrund seines hohen pIs und der Lokalisierung seines 
Gens am Terminus von pAL1 ebenfalls auf seine mögliche Beteiligung am telomeren Komplex 
von pAL1 überprüft.  
 
3.2.1 Domänenstruktur und Homologien mit bekannten terminalen Proteinen 
Sowohl pORF102 als auch pORF103 zeigen in einer BLASTP-Suche (Altschul et al., 1997) die 
größten Homologien mit Proteinen von Rhodococcus spp. (bis zu 40% identische und 56% 
ähnliche Aminosäuren für pORF102; bis zu 31% identische und 51% ähnliche Aminosäuren für 
pORF103). Ein Vergleich mit der Aminosäuresequenz von Proteinen aus Streptomyces spp. 
zeigt nur geringe Homologien zu der Aminosäuresequenz von pORF102 (bis zu 25% identische 
und 42 % ähnliche Aminosäuren). Für pORF103 werden keine homologen Proteine aus 
Streptomyces spp. aufgezeigt. Es wurde ein ClustalW2-Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ 
clustalw2/index.html, Standardparameter; Larkin et al., 2007) von pORF102 mit den bekannten 
terminalen Proteinen TpgR1 aus S. rochei  und TpgC/L aus S. coelicolor bzw. S. lividans und 
dem postulierten terminalen Protein TpgSLP2 aus S. lividans durchgeführt. Ein ClustalW2-
Alignment mit diesen Proteinen und pORF103 zeigt keine homologen Bereiche. Das ClustalW2-
Alignment mit pORF102 hingegen zeigt Homologien, insbesondere in dem Bereich von den 
pORF102-Aminosäuren 57-80 (Abbildung 17). Mit einer Vorhersage für konservierte Domänen 
(CD-Search; Marchler-Bauer et al., 2009) wird in einem Bereich, der diese Sequenz mit 
einschließt (Aminosäure 47-88) ein Teilbereich einer Helix-Turn-Helix (HTH) DNA-Bindedomäne 
von Transkriptionsregulatoren aus der Familie der xenobiotischen Responseelemente 
(HTH_XRE, 58% konserviert von conserved protein domain database (CDD): cd00093, E-value: 
0,015; vgl. Abbildung 17, grau hinterlegt) vorhergesagt. Genau in diesem Bereich wurde für die 
erwähnten Proteine aus Streptomyces spp. ebenfalls eine HTH DNA-Bindedomäne 
vorhergesagt (Yang et al., 2002).  
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Eine Sekundärstrukturvorhersage (Predictprotein; Rost et al., 2004) für pORF102 untermauert 
die Vorhersage der HTH DNA-Bindedomäne (Abbildung 17). Dabei interagiert die zweite α-Helix 
eines HTH-Motives immer spezifisch mit der großen Furche, während die erste α-Helix 
zusammen mit den zwischen den beiden Helices liegenden Aminosäuren mit dem Rückgrat der 
DNA interagiert. Interessanterweise folgt nach der vorhergesagten Gruppe von α-Helices eine 
vorhergesagte Gruppe an β-Faltblättern im C-terminalen Bereich der Aminosäuresequenz. 
TpgC/L        -----MSLFGNGLDA-AVQKAFTRPAPKSAGAQMRYLVKQLKG-------------TKAV 41 
TpgSLP2       -----MGIIGDGLDR-AVQGAFTRPIPKSAGAQMRYLVKQLKG-------------TRAV 41 
TpgR1         ----MVDSIGDGLDR-ALESAFTRRPPQSAQAQMKYLVKQLKG-------------TRAV 42 
pORF102       VIYEDVSNVDHASRRNLLFSAFTGRHEVETSGKSTDIHAMLATTYGIERRGKTSIDTRKA 60 
PROF sec                   HHHHHHHHH            HHHHHHHHHHH           HHHH 
                   :. ....     :  ***     .: .:   :   *               *: . 
 
TpgC/L        AQMLRVSQRTVERYVKNEIKR-----PRPDLAARLEREVKARWQPQVRARARQKAATTDG 96 
TpgSLP2       AGLLGVSQRTVERYVKDQIRR-----PRADLAQRLEDAVRQRWQPRVRDRARKQAAASTG 96 
TpgR1         ARLLRISQRTVERYVAGQLKR-----PRRELRDRIEREVHKRWQPQVRARARRRAATTDG 97 
pORF102       SKDLGVSQRTIQRWLKEENKPKLDNLKKIQTKSRQAASTKRGRQTALKASPKNVHFKKYG 120 
PROF sec      HHH    HHHHHHHH       HHHHHHHHHHHH  HHHHH   HHHHHHHHHHHHH 
              :  * :****::*::  : :       : :   *    .:   *. ::  .:.    . * 
 
TpgC/L        IVIDTRARLGYTAPIGSTDQDRIRHLTVALPPQYAGRLFDAHQAGATDQQLQGIAAEALK 156 
TpgSLP2       LVIHTRARFGFTAAPGTTDDARIRHLTLALPPHHAARLLDAQDAGASEQQLRGLAAEALG 156 
TpgR1         LVVSTRARFGFTAAPGTTDDARIRDIIQALPPEFAARLFTAREQGATEHQLQQIAADGLA 157 
pORF102       AHLTVKGVQGPPPGSGGKAYTRDRLSQLELDPDTFSALMDAFEQGG-EKSAVAYLEGIYN 179 
PROF sec       EEEEEEEE               EEEEE  HHHHHHHHHHHH     HHHHHHHHHHHH 
                : .:.  * ..  * .   * *     * *.  . *: * : *. ::.           
 
TpgC/L        EVYFQDGGRRAGSLEEVRFTDIEHLEFDL---- 185 
TpgSLP2       EVYFRDGGRRAGGL-EVEFTDVEQAEFDL---- 184 
TpgR1         QMYFRANDTRAHGL-GVEFTDIEQIEIQL---- 185 
pORF102       DKYVADWS--FGTIRELTFNDLSTRGSRDPRSL 210 
PROF sec      HHH          EEEEEEEE 
              : *.   .     :  : *.*:.           
 
Abbildung 17: Multiples Sequenzalignment auf Aminosäureebene (ClustalW2) von pORF102 mit 
den bekannten terminalen Proteinen TpgR1 aus S. rochei (GenBank-Nr. BAC76560.1; Bao & 
Cohen, 2001) und TpgC/L aus S. coelicolor bzw. S. lividans (die beiden Proteine sind trotz 
Isolation aus anderen Spezies in ihrer Aminosäuresequenz identisch, GenBank-Nr. AAL05041.1 
bzw. AAL05040.1; Bao & Cohen, 2001) und dem putativen terminalen Protein TpgSLP2 aus S. 
lividans (GenBank-Nr. AAL10510.1; Yang et al., 2002). Letzteres gehört zu einem Plasmid, 
während TpgL zum Chromosom von S. lividans gehört. Strikt konservierte Reste sind mit „*“ 
markiert; Reste, die sehr ähnlichen Aminosäuren angehören und die bei mindestens 50% der 
verglichenen Proteine konserviert sind, sind mit „:“ gekennzeichnet; Reste, die nur schwach 
miteinander verwandten Aminosäuren angehören, sind mit „.“ gekennzeichnet.  
In der Zeile „PROF sec“ sind die Aminosäuren von pORF102 gekennzeichnet, die Bestandteile 
von vorhergesagten Sekundärstrukturelementen sind (Predictprotein; Rost et al., 2004). Dabei 
handelt es sich bei zusammenhängenden „H“ um eine α-Helix und bei zusammenhängenden „E“ 
um ein β-Faltblatt. Der Sequenzabschnitt in pORF102, für den eine HTH DNA-Bindedomäne 
vorhergesagt wird, ist grau hinterlegt, während die entsprechenden Sequenzabschnitte für eine 
solche vorhergesagte Domäne  in TpgC/L, TpgSLP2 und TpgR1 ebenso gekennzeichnet sind. 
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Diese Reihenfolge könnte auf ein erweitertes, so genanntes „Winged-HTH“-Motiv hindeuten 
(Luscombe et al., 2000), welches eine stärkere Interaktion als das einfache HTH-Motiv mit der 
Ziel-DNA vermittelt. 
Eine Suche nach konservierten Domänen mit der Aminosäuresequenz von pORF103 zeigt in 
einem N-terminalen Bereich (Aminosäure 37-63) eine vollständige, potentielle HTH DNA-
Bindedomäne (CDD: cl02600, E-value: 0,006). Üblicherweise ist eine solche Domäne in dem  
N-terminalen Bereich eines Transkriptionregulators der MerR Superfamilie zu finden und dient 
der Bindung an DNA. Der C-terminale Bereich solcher Transkriptionsregulatoren beherbergt 
dabei eine Effektor-Bindestelle, welche spezifische Coaktivator-Moleküle, wie beispielsweise 
Metallionen, Metabolite oder organische Substanzen bindet. MerR-Transkriptionsregulatoren 
vermitteln eine Stressantwort auf z.B. Schwermetalle und Sauerstoffradikale in Eubakterien und 
einigen Archaen (Brown et al., 2003). Dabei rekonfigurieren sie den Abstand zwischen der -35 
und -10 Region von Promotoren, deren Abstand nicht die optimale Länge von 17±1 bp besitzt, 
indem sie die DNA verformen, bis dieser Abstand stimmt. Damit regulieren sie die Transkription 
von nachfolgend codierten Metallionentransportern und Genen zur oxidativen Stressantwort 
(Brown et al., 2003). Interessanterweise ist von MerR bekannt, dass es als Dimer vorliegt. In 
diesem Zusammenhang ist erwähnenswert, dass bei der Anreicherung von MBP-pORF103 
ebenfalls ein Protein von der doppelten Größe und mit einem MBP-tag mit angereichert wurde 
(3.1.1). Der C-terminale Bereich für die Effektorbindestelle von MerR-Transkriptionsregulatoren 
wurde jedoch nicht in pORF103 gefunden.  
 
3.2.2 Identifikation des terminalen Proteins von pAL1 
Unter der Annahme, dass auch die homolog synthetisierten Fusionsproteine (3.1.2) als 
terminale Proteine genutzt und entsprechend kovalent an terminaler pAL1-DNA gebunden 
vorliegen, wurde die homologe Synthese von pORF102 und pORF103 mit einem N-terminalen 
MBP-tag in A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2MalE::ORF102 oder pART2MalE 
::ORF103] durchgeführt. Dabei hat sich die Anreicherung an einer Amylosematrix als sinnvoll 
erwiesen, da sie beispielsweise im Gegensatz zu Ni-NTA keine Affinität zu DNA aufweist und 
nur Amylose-affine Proteine bindet.  
Nach einer homologen Synthese von pORF102 und pORF103 als MBP-Fusionsproteine in A. 
nitroguaqjacolicus Rü61a [pAL1, pART2MalE::ORF102 oder pART2MalE::ORF103] (2.4.2) und 
deren Anreicherung (2.6.2.3) wurden die entsprechenden Eluate (vgl. Abbildung 14, Spur 3) als 
template für eine GoTAQ® katalysierte PCR genutzt  (2.5.5). Dabei wurden spezifische primer-
Paare (Tabelle A2) genutzt, um kovalent an den Fusionsproteinen gebundene DNA mittels 
Amplifikation zu identifizieren (Abbildung 18). Als Kontrolle für eine erfolgreiche PCR-
Amplifikation wurde isolierte Gesamt-DNA (2.5.2.3) von A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1] als 
template genutzt. 
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Abbildung 18: Identifikation von kovalent gebundener, terminaler pAL1-DNA an MBP-pORF102. 
2%iges Agarosegel. M = LR DNA Marker (Fermentas),  
1 = Amplifikat mit dem primer-Paar Links285for/rev für 285 bp des linken pAL1-Terminus,  
2 = Amplifikat mit dem primer-Paar Rechts283for/rev für 283 bp des rechten pAL1-Terminus,  
3 = Amplifikat mit dem primer-Paar Intern284for/rev für 284 bp von interner pAL1-DNA,  
4 = Amplifikat mit dem primer-Paar chromfor/rev für 251 bp von chromosomaler DNA von  
A. nitroguajacolicus Rü61a. 
Die bei der PCR genutzten templates sind oberhalb der jeweiligen Spuren aufgelistet. Dabei kamen 
pro Ansatz jeweils 0,1 µg Fusionsprotein oder 0,1 ng Gesamt-DNA als templates zum Einsatz. 
 
Da bei Nutzung von MBP-pORF102 als template spezifisch nur Amplifikate für den linken und 
rechten pAL1-Terminus generiert werden konnten, wurde somit nachgewiesen, dass terminale 
pAL1-DNA kovalent an MBP-pORF102 gebunden ist. Wird hingegen Gesamt-DNA von A. 
nitroguajacolicus Rü61a [pAL1] als template genutzt, so werden neben terminalen und internen 
DNA-Anschnitten von pAL1 auch chromosomal lokalisierte Fragmente amplifiziert. Somit wurde 
gezeigt, dass unter diesen PCR-Bedingungen (2.5.5) alle Amplifikate erzeugt werden können, 
falls das passende template vorhanden ist. Wird MBP-pORF103 als template genutzt, so 
werden keine Amplifikate erzeugt. Hiermit kann zum einen gezeigt werden, dass pORF103 
keine terminale pAL1-DNA kovalent bindet, und zum anderen, dass bei der Anreicherung aus A. 
nitroguajacolicus Rü61a [pAL1, pART2MalE::ORF102 oder pART2MalE::ORF103] keine 
Fremdproteine mit kovalent gebundener DNA co-angereichert werden. Dieses Ergebnis 
untermauert die vorangegangene Domänenstrukturvorhersage (3.2.1), in der pORF103 zwar ein 
DNA-Bindemotiv besitzt, dieses aber wahrscheinlich zu Transkriptionsregulatoren gehört, 
welche keine kovalenten DNA-Bindungen eingehen. Mit diesem Versuch konnte pORF102 als 
das einzige, kovalent gebundene, terminale Protein von pAL1 aus A. nitroguajacolicus Rü61a 
[pAL1] identifiziert werden. Daher wird pORF102 im Folgenden als terminales Protein von pAL1 
(TPpAL1) bezeichnet. 
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3.2.3 DNA-Bindestudien mittels EMSA 
Die Fähigkeit von TPpAL1, DNA zu binden, sollte in einem EMSA (2.7.4) untersucht werden. Dabei 
wurde heterolog synthetisiertes MBP-pORF102 (3.1.1) genutzt, um mit löslichem Protein arbeiten 
zu können. Ebenso wurde heterolog synthetisiertes MBP-pORF103 (3.1.1) auf seine Fähigkeit hin 
untersucht, DNA zu binden. Die angebotene DNA entsprach dabei 285 bp des linken (links285) 
und 283 bp des rechten (rechts283) pAL1-Terminus, sowie 284 bp einer internen pAL1-Sequenz 
(intern284). Hiermit sollten die Proteine auf ihre Spezifitäten hinsichtlich der pAL1-Termini hin 
untersucht werden. Parallel dazu wurde ein Teil dieser mittels PCR generierten dsDNA (2.5.5) 
thermisch in Einzelstränge denaturiert, um eine Aussage darüber zu treffen, ob die untersuchten 
Proteine einzel- oder doppelstrang-spezifisch DNA binden. Die bei diesem Versuch genutzte 
Länge der angebotenen DNA-Fragmente richtete sich nach der Länge der vorhergesagten 
terminalen pAL1-Sekundärstrukturen (Parschat et al., 2007), um eventuell diese Strukturen für 
eine spezifische Interaktion auch in vitro ausbilden zu können. Um weder die Ausbildung dieser 
Sekundärstrukturen noch die Interaktion der Proteine mit der DNA zu behindern, wurde die DIG-
Markierung der DNA an dem vom Terminus am weitesten entfernten Ende 5’-terminal angebracht 
(vgl. Tabelle A2). Bei diesen Bindestudien wurde mit ansteigender Proteinkonzentration bei 
beiden Fusionsproteinen eine Verschiebung von Einzelstrang-DNA zu höhermolekularen Massen 
beobachtet (Abbildung 19). Weder MBP-pORF102 noch MBP-pORF103 interagierten dabei mit 
doppelsträngiger DNA.  
 
 
Abbildung 19: DNA-Bindestudien mittels EMSA mit MBP-pORF102 und MBP-pORF103. 
Nylonmembran (Anti-Dig-AP [Fab Fragmente] detektiert) nach einem Southern-Transfer der DNA aus 
einem 5%igen nativen Polyacrylamidgel. 
links285 = 285 bp vom linken pAL1-Terminus (PCR-Produkt mit den primern Links285for/rev), 
rechts283 = 283 bp vom rechten pAL1-Terminus (PCR-Produkt mit den primern Rechts283for/rev), 
intern284 = 284 bp interner pAL1-DNA (PCR-Produkt mit den primern Intern284for/rev), 
1-4 = 0 x, 200 x, 500 x und 1000 x molarer Überschuss an jeweiligem Protein gegenüber der 
eingesetzten ssDNA (5 fmol pro Reaktion); I = links285 dsDNA, II = rechts283 dsDNA, III = intern284 
dsDNA. In den Ansätzen I-III befanden sich die entsprechenden Fusionsproteine in einem 1000 x 
molaren Überschuss gegenüber der eingesetzten dsDNA (15 fmol pro Reaktion). 
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Als Proteinkontrolle wurde MBP (3.1.1) in denselben molaren Überschüssen in den 
entsprechenden EMSA-Ansätzen hinzugegeben. Dabei konnte weder bei der angebotenen 
dsDNA, noch bei ssDNA eine Verschiebung der DNA zu höhermolekularen Massen beobachtet 
werden. Somit konnte gezeigt werden, dass weder eventuell co-angereicherte stammeigene 
Proteine, noch der Fusionsanteil DNA-Bindeeigenschaften haben. Sowohl MBP-pORF102 als 
auch MBP-pORF103 binden ssDNA, jedoch Sequenz-unspezifisch. Dabei konnte für MBP-
pORF102 beobachtet werden, dass in Gegenwart einer ansteigenden Menge von 
Fusionsprotein auch höher molekulare Aggregate gebildet werden. Außerdem verbleibt bei 
ansteigender Konzentration des Fusionsproteins immer mehr von der Ziel-DNA in den Taschen 
des Gels. Dies deutet auf hoch molekulare Aggregate hin, die nicht mehr in das Gel einwandern 
können. Bei MBP-pORF103 war dieser Effekt nicht zu beobachten, auch wenn ansteigende 
Fusionsproteinmengen zu höher molekularen Aggregaten führten. Diese Beobachtungen lassen 
zumindest für TPpAL1 eine Interaktion von mehreren Proteinmolekülen mit einem Molekül Ziel-
DNA vermuten. Eventuell kommt es auch zu Aggregaten von durch TPpAL1 quervernetzten DNA-
Molekülen. Unter der Prämisse, dass in diesem Versuch auch terminale Sekundärstrukturen mit 
dem postulierten Erscheinungsbild (Parschat et al., 2007) in vitro entstanden, kann somit 
argumentiert werden, dass TPpAL1 keine spezifischen Sekundärstrukturen für seine Interaktion 
mit ssDNA benötigt, zumal das interne pAL1-Fragement keine spezifischen Sekundärstrukturen 
ausbildet und ebenso gut gebunden wird. Allerdings ist es sehr fraglich, ob die hier generierte in 
vitro - Situation ausreicht, um Rückschlüsse auf die in vivo - Situation zu ziehen, denn genauso 
gut könnte beispielsweise ein Komplex mit weiteren Proteinen für eine spezifische Interaktion 
zuständig sein. Dabei scheint es sich nicht um einen Komplex von TPpAL1 und pORF103 zu 
handeln, da die entsprechenden EMSAs mit diesen beiden Proteinen zu einem ähnlichen Bild, 
wie bei einer EMSA mit nur TPpAL1 führten (nicht gezeigt). 
 
3.2.4 Identifikation von in vivo quervernetzten Interaktionspartnern von pORF102 
Die Proteine der in 3.1.3 ausgeschnittenen Gelbanden wurden mittels ESI-MS Analytik nach 
einem tryptischen Verdau (AK Prof. Dr. Hippler) identifiziert (Abbildung 20). Als Datenbank für 
die Identifikation der Peptide kam dabei die in alle sechs Leserahmen in Aminosäuresequenzen 
übersetzte pAL1-Sequenz zum Einsatz. Hierbei wurden nur in den Banden, die aus Proben mit 
0,2% Formaldehyd und 0,5% Formaldehyd stammten, auf pAL1 codierte Peptide identifiziert. 
Bemerkenswert ist, dass in Proben, die aus dem 0,2%igen Formaldehydansatz hervorgingen, 
ausschließlich TPpAL1-Peptide und Peptide von pORF101 gefunden worden sind. Da nicht 
ausgeschlossen werden kann, dass chromosomal codierte Proteine ebenfalls mit TPpAL1 in vivo 
interagieren und somit auch quervernetzt werden, wurden die Peptidsequenzen zusätzlich 
gegen eine Protein-Datenbank des komplett sequenzierten A. aurescens TC1 (GenBank-Nr. 
CP000474.1) abgeglichen. Da bisher A. nitroguajacolicus Rü61a [pAL1] nicht komplett 
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sequenziert ist, musste ersatzweise A. aurescens TC1 als erster komplett sequenzierter 
Vertreter dieser Gattung für einen Abgleich mit chromosomal codierten Proteinen genutzt 
werden. Dabei wurden zwar einige wenige Peptide gefunden, die chromosomal lokalisiert sind, 
diese haben jedoch nichts mit mit DNA-Bindung bzw. Replikation zu tun. 
 
 
pORF14 (Superoxid Dismutase) 
MTEYVLPELSYDYAALEPHISARIMELHHSKHHAAYVAGANNALAQLADAREKNDFANINRLSKDLAFHTG
GHINHSVFWNNISPDGGDKPEGELAAAIDDAFGSFDAFRAQFSAAALGLQGSGWAFLAYEPIGGNLLIEQL
YDQQGNVAVGTTPLLMLDMWEHAFYLDYVNVKADYVKAFWNIVNWADVAQRFEAARANATGLVTLR 
 
pORF101 
MSSQPDQNYARSSLDRVFNALSEQGLRPTRHADHFMACCPVHGDNNPSLSVTYKKDTGLTTMWCHSCQAPF
ADIVHALGLEATETFDAPLEPRPAWTRTTQKRKLAKLAKLPARLTAPEKDNTPAPRHKWVTTATYEYANAD
GELVQKVIRQECKVSTHPDKRFTQSFINPFTGKEVTTKPEGFIPALYHQPDIVQAVAAGREIWICEGEKDT
DNARAAGLAATTNAQGALSFPEVLVEPFHGAVVNVVADRDTAGYKRAANLHAVLTPVAKSVRLLLPATLEA
KSDLTDHLEAGHGIAGLVEFTAGEARMLAALGDVRGAIKALDVCLDEARARVQLASRKTMSKLDAQDELLS
AGRWAKEAQLKFERLQEMYQAVPFDAATASELETSTHEDMRLALEEAADKARQAHTVAKVKLPRILDPEAP
EKPAHPLHEVIVLPTANTAATLVGFDGGFGFDPEAGANEGIEYLVRNGDTVELKWERSGDTFRKRYKRIMR
GWAEVQSMSIEDDGTATTVAPLTHEIAIKFSRFKPLDDGKKHEIDENGRPVVESQVEVFDSECIRDGSWVS
RLPFPGMVESSSRKGKDAAWDAIFLARPTPANRDTVYTAPGWRESETGPFFVHGGGAIAKGGTLSIKTGM… 
 
TPpAL1 (pORF102) 
VYEDVSNVDHASRRNLLFSAFTGRHEVETSGKSTDIHAMLATTYGIERRGKTSIDTRKASKDLGVSQRTIQ
RWLKEENKPKLDNLKKIQTKSRQAASTKRGRQTALKASPKNVHFKKYGAHLTVKGVQGPPPGSGGKAYTRD
RLSQLELDPDTFSALMDAFEQGGEKSAVAYLEGIYNDKYVADWSFGTIRELTFNDLSTRGSRDPRSL 
Abbildung 20: Die mittels ESI-MS Analytik identifizierten, auf pAL1 codierten Peptide von pORF102-
Interaktionspartnern nach in vivo Formaldehyd-Quervernetzung. 
Gelb hinterlegt sind die Fragmente, die nach einer Quervernetzung mit 0,2% (v/v) Formaldehyd (ca. 
28 kDa Gelbande) identifiziert wurden, in grün hinterlegt sind die Fragmente, die nach einer 
Quervenetzung mit 0,5% (v/v) Formaldehyd (ca. 50 kDa Gelbande) identifiziert wurden und in blau 
hinterlegt sind die Fragmente, die in beiden Quervernetzungs-Ansätzen gefunden wurden. 
In blauer, roter und oranger Schrift ist jeweils die vorhergesagte Zinkfinger-, 
Topoisomerase/Primase- und Helikase-Domäne von pORF101 dargestellt (vgl. 3.3.1). Die pORF101-
Sequenz ist um 1069 Aminosäuren verkürzt dargestellt, da in diesem C-terminalen Bereich keine 
übereinstimmenden Peptide gefunden wurden. 
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Erstaunlicherweise wurden bei der Quervernetzerkonzentration von 0,5% Formaldehyd keine 
pORF101-Peptide mehr gefunden. Stattdessen wurden Fragmente einer putativen Superoxid-
Dismutase gefunden, die ebenfalls auf pAL1 codiert ist (ORF14). Die Superoxid-Dismutase ist 
ein Protein, welches im Zuge der oxidativen Stressantwort, ausgelöst durch Formaldehyd, 
synthetisiert wird. Somit ist anzunehmen, dass bei den Ansätzen mit >0,2% Formaldehyd die 
oxidative Stressantwort in den Zellen ausgelöst wurde, was zur unspezifischen Quervernetzung 
von TPpAL1 mit den neu synthetisierten und in großer Anzahl vorhandenen Proteinen führte. 
Diese unspezifische Quervernetzung scheint generell ab dieser Formaldehydkonzentration 
aufzutreten, bei der zwar teilweise TPpAL1-Peptide beteiligt sind, jedoch auch weitere Proteine 
miteinander verkettet werden, welches letztendlich in hoch molekularen Aggregaten resultierte 
(3.1.3). Für diese Hypothese spricht auch die Beobachtung, dass mit zunehmender 
Formaldehydkonzentration immer mehr Peptide von chromosomal lokalisierten Proteinen 
gefunden wurden, die überhaupt nichts mit DNA-Interaktionen zu tun haben und aufgrund ihrer 
Funktion in hoher Anzahl vorhanden sind (beispielsweise das Chaperon GroEL [GenBank-Nr. 
ABM08678.1], eine Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase [GenBank-Nr. ABM07808.1] 
und eine Glutamin-Synthetase [GenBank-Nr. ABM09171.1]). 
 
3.3 Versuche mit dem Telomer-assoziierten Protein 
Da im vorangegangenen Versuch (3.2.4) eine Interaktion von pORF101 mit TPpAL1 
nachgewiesen wurde, wird pORF101 im Folgenden als Telomer-assoziiertes Protein von pAL1 
(TAPpAL1) bezeichnet. Der Einfachheit halber wird das verwendete Fusionsprotein MBP-XA-His7-
pORF101-His6 als MBP-TAPpAL1 bezeichnet. 
 
3.3.1 Sequenzhomologien und vorhergesagte Domänenstruktur von TAPpAL1 
In einer BLASTP-Suche nach homologen Proteinen mit der Aminosäuresequenz von TAPpAL1 
werden die ähnlichsten Proteine unter Rhodococcus spp. gefunden. Proteine von Streptomyces 
spp. werden aufgrund schwacher Homologien nicht aufgezeigt. Dabei ist auffällig, dass diese 
Proteine von Rhodococcus spp. eine ähnliche Anzahl an Aminosäuren (von 1717 bis zu 1821 
Aminosäuren) wie TAPpAL1 (1707 Aminosäuren) besitzen und teilweise als putative Telomer-
bindende Proteine annotiert sind. Die größten Homologien mit TAPpAL1 zeigen diese Proteine im 
C-terminalen Bereich (ca. ab Aminosäure 1200). Das zu TAPpAL1 ähnlichste Protein wurde in 
einem als putatives Regulatorprotein annotierten Protein (pBD2.007) von R. erythropolis BD2 
(GenBank-Nr. AAP73892.1) gefunden. Bemerkenswert ist dabei, dass zwei Teilbereiche des 
Proteins mit unterschiedlich stark ausgeprägten Homologien bewertet worden sind. So zeigten 
die C-terminalen Aminosäuren 1155-1707 von TAPpAL1 eine Ähnlichkeit von 61% (41% 
Übereinstimmungen) mit den ebenfalls C-terminal gelegenen Aminosäuren 1251-1812 von 
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pBD2.007, wohingegen die N-terminal gelegenen Aminosäuren 13-1141 von TAPpAL1 lediglich 
eine Ähnlichkeit von 42% (31% Übereinstimmungen) mit den ebenfalls N-terminal gelegenen 
Aminosäuren 3-1162 von pBD2.007 aufwiesen. 
Eine Suche nach konservierten Domänen (ohne low complexity Filter) in der Aminosäure-
sequenz von TAPpAL1 sagt eine multiple Domänenstruktur voraus (Abbildung 21). Zu dieser 
gehört zunächst eine vollständige Zinkfinger-CHC2 Domäne (Aminosäure 35-85; E-value: 
0,001; CDD: cl02597). CHC2 steht dabei für die konsekutiv folgenden Aminosäuren Cys-His-
Cys2, die in diesem Motiv Zn2+ koordinieren. Diese Abfolge von Aminosäuren ist in TAPpAL1 
ebenfalls zu finden. Die Zinkfinger Domäne vermittelt Interaktionen in Form von Bindungen 
sowohl mit DNA und RNA als auch mit anderen Proteinen (Krishna et al., 2003). Zn2+ selbst ist 
nicht in der Ausprägung der Interaktionen ausgehend von dieser Domäne involviert, sondern 
stabilisiert lediglich deren Faltung. 
Dieser Domäne nachfolgend wird eine vollständige Topoisomerase-Primase Domäne in TAPpAL1 
vorhergesagt (Aminosäure 202-279; E-value: 0,000003; CDD: cd01029). Eine solche Domäne 
ist typischerweise Bestandteil von Topoisomerasen und bakteriellen DnaG-ähnlichen Primasen, 
wie beispielsweise der DNA-Primase von E. coli K-12 subsp. W3110 (GenBank-Nr. 
BAE77117.1) und beinhaltet zwei konservierte Motive. Die stark konservierten Aspartatreste in 
dem ersten Motiv mit der Konsensussequenz D-x-D konnten in TAPpAL1 (Aminosäure 251-253) 
gefunden werden. Diese koordinieren wahrscheinlich Mg2+ als Cofaktor zur vollständigen 
Ausprägung der katalytischen Aktivität (Aravind et al., 1998). Aber auch das zweite Motiv mit der 
Konsensussequenz E-G-x-x-D  wird in TAPpAL1 (Aminosäure 208-212) identifiziert. Dabei formt 
das in diesem Motiv enthaltene Glutamat zusammen mit zwei (nicht im konservierten Motiv 
enthaltenen) Aspartatresten eine stark saure Oberfläche, die es dem Glutamat ermöglicht, als 
generelle Base entweder in der Polymerisationsfunktion von Primasen oder bei der 
Ligationsfunktion von Topoisomerasen zu agieren (Aravind et al., 1998). In Kombination mit der 
Topoisomerase-/Primase-Domäne wird oft eine Zinkfingerdomäne gefunden, wie beispielsweise 
in der E. coli DnaG Primase (Keck et al., 2000) und der E. coli Topoisomerase I (Champoux, 
2001).  
Dieser Domäne nachfolgend wird in TAPpAL1 eine DNA-Helikasedomäne der Superfamilie II 
(Aminosäure 598-868; E-value: 0,00003; 48,2% konserviert von CDD: COG5519) vorhergesagt. 
Allerdings fehlt der vorhergesagten Domäne ein homologer, C-terminaler Bereich in TAPpAL1. 
Die Einteilung in Helikase-Superfamilien basiert nicht auf Substratspezifitäten, 
phylogenetischem Ursprung oder Funktion, sondern lediglich auf der Kombination und 
Beschaffenheit von bis zu sieben konservierten Motiven (Gorbalenya & Koonin, 1993). Aufgrund 
der obligatorischen Bindung von ATP bestehen zwei dieser Motive immer aus dem sogenannten 
Walker A und B - Motiv (Walker et al., 1982). Dabei prägt das Walker A - Motiv einen 
Phosphatbindeloop (P-loop) aus, mit dem ATP gebunden wird, während das Walker B - Motiv 
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Mg2+ mithilfe eines Aspartatrestes koordiniert. Die Konsensussequenz vom Walker A - Motiv 
lautet G-x-x-x-G-K-T/S. Eine diesem Motiv ähnelnde Sequenz ist mit G-r-a-s-a-K-T (Aminosäure 
699-707) auch in TAPpAL1 zu finden. Das Walker B - Motiv besitzt die Konsensussequenz  
R/K-x7-8, gefolgt von vier hydrophoben Aminosäuren und, nach einem Abstand von bis zu zwei 
Aminosäuren, einer Asparaginsäure. Eine zu dieser Konsensussequenz passende Sequenz 
wurde mit R-s-l-g-m-a-h-d-v-P-I-L-I-D (Aminosäure 743-756) ebenfalls in TAPpAL1 gefunden. Im 
C-terminalen Bereich der Aminosäuresequenz von TAPpAL1 liefert der Vorhersagealgorithmus 
nur Teilbereiche von Domänen. Erstaunlicherweise handelt es sich dabei um einen C-
terminalen Bereiche von einer Typ B DNA-Polymerase  (Aminosäure 1408-1665; E-value: 1,2; 
40,7% konserviert von CDD: pfam03175)  und um einen Teilbereich einer Domäne für die 
Untereinheiten γ und τ der DNA-Polymerase III (Aminosäure 1103-1262; E-value: 0,022; 24,1% 
konserviert von CDD: PRK08770). Auffälligerweise wurden weder in der Nähe dieser 
vorhergesagten DNA-Polymerase Domänen noch in der übrigen TAPpAL1-Sequenz weitere 
Walker A oder B - Motive gefunden. Im Gegensatz zu einer Typ B DNA-Polymerase ist die 
DNA-Polymerase III in ihrer Funktion von diesen Motiven abhängig.  
 
 
 
 
 
Abbildung 21: Schematische Darstellung der vorhergesagten Domänenstruktur von TAPpAL1. 
ZF: CHC2-Zinkfinger Domäne (CDD: cl02597, E-value: 0,001); TOPRIM: Topoisomerase/Primase 
Domäne (CDD: cd01029, E-value: 0,000003); Helikase-II: Helikase Domäne der Superfamilie II 
(CDD: COG5519 (48,2% konserviert), E-value: 0,00003); DNA-Pol. III: DNA-Polymerase III 
Untereinheiten γ und τ (CDD: PRK08770 (24,1 % konserviert), E-value: 0,022); DNA-Pol. Typ B: 
DNA-Polymerase Typ B Domäne (CDD: pfam03175 (40,7% konserviert), E-value: 1,2). 
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3.3.2 DNA-Retardation durch MBP-TAPpAL1 in Gegenwart bzw. Abwesenheit von TPpAL1 
Da TAPpAL1 in vorangegangenen Versuchen als in vivo Interaktionspartner von TPpAL1 
identifiziert werden konnte (3.2.3), wurden die DNA-Bindestudien von TPpAL1 in Gegenwart von 
TAPpAL1 wiederholt. Hiermit sollte untersucht werden, ob TAPpAL1 die Spezifität von TPpAL1 
hinsichtlich seiner DNA-Bindepartner moduliert. Für das Telomer-assoziierte Protein TapL aus S. 
lividans (GenBank-Nr. AAO73842.1) konnte beispielsweise gezeigt werden, dass dieses 
spezifisch terminale 3’-ssDNA Überhänge des linearen Plasmids pSLA2 aus S. rochei 
(GenBank-Nr. AB088224.1) bindet und durch Interaktion mit dem terminalen Protein (TpgL) 
dieses zu den Termini dirigiert und ihm somit erst eine Spezifität vermittelt (Bao & Cohen, 2003). 
TpgL alleine zeigte in DNA-Bindestudien ein unspezifisches DNA-Bindeverhalten, ähnlich wie es 
auch bei TPpAL1 beobachtet wurde.  
Zunächst wurde MBP-TAPpAL1 hinsichtlich seiner Fähigkeit untersucht, ssDNA von pAL1-Termini 
und - zur Kontrolle der Spezifität - von einer internen pAL1-Region zu binden (Abbildung 22). 
Dieser Versuch wurde in analoger Weise zu den DNA-Bindestudien mit TPpAL1 durchgeführt 
(2.7.4). Dabei konnte auch bei einem hohen molaren Überschuss an MBP-TAPpAL1 weder eine 
Retardation der angebotenen ssDNA zu höhermolekularen Massen noch ein Verbleib hoch 
molekularer Aggregate in den Taschen beobachtet werden (Abbildung 22). Auch die 
entsprechende dsDNA (1 fmol/µl) wurde nicht von MBP-TAPpAL1 gebunden (nicht gezeigt). Eine 
Kombination von einem 200-, 500- und 1000-fachen molaren Überschuss an TPpAL1 gegenüber 
der eingesetzten DNA mit jeweils einem 200-, 500- und 1000-fachen molaren Überschuss 
gegenüber der eingesetzten DNA an MBP-TAPpAL1 führte zu demselben, unspezifischen DNA-
Bindeverhalten, wie mit TPpAL1 alleine (nicht gezeigt; vgl. 3.2.3).  
 
 
Abbildung 22: DNA-Bindestudien mittels EMSA mit 
MBP-TAPpAL1. Nylonmembran (Anti-Dig-AP [Fab 
Fragmente] detektiert) nach einem Southern-Transfer 
der DNA aus einem 5%igen nativen Polyacrylamidgel. 
links285 = 285 bp vom linken pAL1-Terminus (PCR-
Produkt mit den primern Links285for/rev), rechts283 
= 283 bp vom rechten pAL1-Terminus (PCR-Produkt 
mit den primern Rechts283for/rev), intern284 = 284 bp 
interner pAL1-DNA (PCR-Produkt mit den primern 
Intern284for/rev), 1-3 = 0 x, 500 x und 1000 x molarer 
Überschuss an MBP-TAPpAL1 gegenüber der 
eingesetzten ssDNA (5 fmol pro Reaktion). 
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3.3.3 DNA-Topoisomerase-Aktivität von MBP-TAPpAL1 
DNA-Topoisomerasen sind Enzyme, die die topologische Struktur der DNA-Doppelhelix ändern 
können und somit erst physiologisch essentielle Funktionen wie die Replikation, Transkription 
und Rekombination ermöglichen. So entstehen beispielsweise bei der Replikation und 
Transkription durch die notwendige Entspiralisierung in der Umgebung der betroffenen DNA-
Abschnitte fortlaufend positive Überspiralisierungen der DNA-Doppelhelix, die mit starken 
Torsionskräften einhergehen. Um die von diesen Torsionskräften ausgehende Gefahr von 
Strangbrüchen zu entschärfen, führen bestimmte DNA-Topoisomerasen entgegengesetzte 
Überspiralisierungen ein und relaxieren die DNA somit wieder. Es lassen sich generell zwei 
Typen von DNA-Topoisomerasen unterscheiden (Champoux, 2001). Eine Typ I DNA-
Topoisomerase (EC 5.99.1.2) spaltet temporär nur einen Strang der DNA. Mit Ausnahme der 
reversen Gyrase (führt als Antagonist zur Gyrase [Typ II] positive Überspiralisierungen ein) ist 
die katalytische Aktivität dieses Typus ATP-unabhängig. Dabei entsteht zunächst eine 
Phosphoesterbindung zwischen der OH-Gruppe des katalytischen Tyrosinrestes des Enzyms 
und dem Phosphatrest der DNA-Spaltstelle. Aufgrund der Drehspannung wird danach der 
gespaltene Strang kontrolliert um den intakten gedreht. Im finalen Schritt der Katalyse werden 
die freien Enden des gespaltenen Stranges durch das Enzym zusammengeführt und wieder 
miteinander ligiert. Je nachdem, ob die initiale Verbindung zwischen dem Tyrosinrest und dem 
5’- oder 3’-Phosphat des Einzelstranges entsteht, lässt sich innerhalb dieses Typus eine weitere 
Untereilung in jeweils Typ IA (ursprünglich auch als I-5’ bezeichnet) und IB (ursprünglich auch 
als I-3’ bezeichnet) vornehmen. Typ II DNA-Topoisomerasen (EC 5.99.1.3) spalten ATP-
abhängig um 4 Basenpaare versetzt temporär beide DNA-Stränge und können mithilfe der bei 
der Hydrolyse von ATP freigesetzten Energie negative Überspiralisierungen in die DNA 
einführen. Die initiale Bindung des freien Phosphatrestes an das katalytische Tyrosin muss 
folglich für jedes Ende erfolgen, weswegen diese Enzyme auch ausnahmslos in multimerer 
Form vorkommen. Auch dieser Typus lässt sich abhängig von der Bindung am 5’ oder 3’-
Phosphat des Phosphatrückgrates des gespaltenen DNA-Stranges in die Typen IIA (5’-
Phosphat) und IIB (3’-Phosphat) unterteilen. Die bakterielle DNA-Topoisomerase II wird auch 
als DNA-Gyrase bezeichnet. 
Die Topoisomeraseaktivität von TAPpAL1 wurde mit isolierter Vektor-DNA untersucht (2.7.7.1). 
Dabei lag die Vektor-DNA in Isoformen vor, von denen eine die überspiralisierte Isoform 
repräsentierte. Jede dieser Isoformen migriert unterschiedlich im Agarosegel, wobei zumeist die 
überspiralisierte Isoform aufgrund der kompakteren Form am schnellsten wandert. Nach einer 
Inkubation von MBP-TAPpAL1 mit isolierter Plasmid-DNA konnte ein zeitlich abhängiger Schwund 
der am weitesten in das Agarosegel eingewanderten Isoform bei gleichzeitiger 
Intensitätserhöhung der übrigen Isoformen beobachtet werden (Abbildung 23 A). 
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Abbildung 23: Test auf Topoisomerase-Aktivität von MBP-TAPpAL1 mit pET-22b(+)-
Vektorisoformen. (A) 1%iges Agarosegel. Die variierenden Komponenten in den drei Ansätzen 
sind oberhalb der entsprechenden Spuren aufgelistet. In allen drei Ansätzen wurden 1,056 µM 
MBP-TAPpAL1 bzw. 2,4 µM MBP-His6 mit 22,6 nM pET-22b(+) Vektor-DNA in 1 x TAP-Puffer ohne 
ATP inkubiert. M = HR DNA Marker; 1-6 = Probe nach einer Inkubationszeit von 0, 20, 40, 60, 80 
und 100 Minuten. (B) Zeitverlauf der Entspannung von überspiralisierter pET-22b(+) Vektor-DNA 
infolge der Topoisomerasefunktion von MBP-TAPpAL1 anhand der Quantifizierung der 
überspiralisierten DNA des in A gezeigten Gels. Die DNA-Mengen der überspiralisierten DNA 
wurden anhand eines Vergleichs der Bandenintensitäten mit denen des Markers bestimmt (2.7.7.1, 
Zweifachbestimmung der drei Markerbanden bei 6, 5 und 4 kbp mit dem Programm ImageJ 
(v1.38j)). Der Verlauf folgt der Exponentialfunktion y = 61,04e-0,039x (Bestimmtheitsmaß R2 = 0,9964). 
 
Die Topoisomerasefunktion von MBP-TAPpAL1 ist deutlich Mg2+-abhängig und ATP-unabhängig. 
Das als Kontrollprotein eingesetzte MBP-His6 zeigt in Gegenwart von MgCl2 selbst bei einer 2,3-
fachen eingesetzten molaren Menge im Vergleich zu MBP-TAPpAL1 keine Topoisomerase-
aktivität. Zusammenfassend kann TAPpAL1 somit einer DNA-Topoisomerase des Typs I 
zugeordnet werden. Ob TAPpAL1 nun mit seinem katalytischen Tyrosinrest das 5’- oder 3’-
Phosphat bindet und folglich als Typ IA oder IB -DNA-Topoisomerase bezeichnet werden kann, 
ließ sich mit diesem Versuch nicht ermitteln.  
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Spezifische Topoisomeraseaktivitäten sind sehr schwer miteinander vergleichbar, da die 
entsprechenden Aktivitätstests nicht standardisiert sind. Somit können verschiedene Substrate, 
Substratmengen, Inkubationszeiten und Reaktionsbedingungen für die Definition einer 
Topoisomerase-Unit verwendet werden (Tricoli & Kowalski, 1983; Ivanov et al., 1986; Suzuki et 
al., 1989; Badaracco et al., 1992; Alkorta et al., 1999). Ausgehend von einem für DNA-
Topoisomerasen typischen exponentiellen Zeitverlauf der Entspannung überspiralisierter DNA 
(vgl. Abbildung 23 B) hat sich dabei eine Bestimmung der Enzymmenge als sinnvoll erwiesen, 
die nach 30 min die Hälfte einer definierten Menge von überspiralisierter DNA entspannt hat, um 
eine Unit zu definieren. Für den in dieser Arbeit durchgeführten Topoisomerase-Aktivitätstest mit 
MBP-TAPpAL1 wurde die Unit Topoisomeraseaktivität als die Menge an MBP-TAPpAL1 in mg 
definiert, die benötigt wird, um 50% von 1 µg überspiralisierter pET-22b(+) Vektor-DNA 
innerhalb von 30 min unter Standardbedingungen (2.7.7.1) zu entspannen. Nach der 
Berechnung der Volumenaktivität ausgehend von der in Abbildung 23 B ermittelten 
exponentiellen Funktion konnte somit eine spezifische DNA-Topoisomeraseaktivität von 257,5 
U/mg für MBP-TAPpAL1 berechnet werden. Niedrigere spezifische Aktivitäten kann man bei den 
untersuchten Typ I DNA-Topoisomerasen finden. So wurde beispielsweise eine spezifische 
Aktivität von 1,5 U/mg für die DNA-Topoisomerase I aus Cupriavidus necator (früher: 
Alcaligenes eutrophus) H16 (1 U = Die minimale Enzymmenge, um 100% von 0,5 µg negativ 
überspiralisierter pT7-6 DNA in 30 min bei 37°C zu entspannen; Andera & Mikulik, 1990) und 
eine spezifische Aktivität von 0,55 U/mg  für eine aus Crithidia fasciculata isolierte DNA-
Topoisomerase (1 U = Enzymmenge, um 50% von 0,3 µg überspiralisierter M13 RFI DNA zu 
entspannen; Melendy & Ray, 1987) ermittelt. Dabei vermitteln diese spezifischen 
Topoisomerase-Aktivitäten lediglich einen Eindruck einer stark ausgeprägten Topoisomerase-
Aktivität seitens TAPpAL. Ein absoluter Vergleich dieser auf unterschiedlichen Unit-Definitionen 
basierenden Topoisomerase-Aktivitäten mit der von TAPpAL1 ist nicht möglich. 
 
3.3.4 DNA-Helikase-Aktivität von MBP-TAPpAL1 
Es gibt viele Helikasen, die sehr spezifisch für ihr Substrat sind. So nutzen einige spezifisch 
dsDNA oder dsRNA mit jeweils 3’- oder 5’-Einzelstrangüberhängen oder auch glatten Enden als 
Substrate. Außerdem können DNA-Helikasen weiter durch die Richtung, in der sie den 
gebundenen Einzelstrang entlang wandern, differenziert werden. Während RNA-Helikasen eine 
große Rolle bei der Transkription und der Translation spielen, werden DNA-Helikasen vor allem 
als Bestandteil im replikativen Komplex (Replisom) zum Aufschmelzen der dsDNA in ssDNA 
während der Replikation benötigt. Dabei nutzen sie die bei der Hydrolyse ihres Co-Substrates 
ATP oder dATP entstehende Energie für diese Reaktion. 
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Um MBP-TAPpAL1 zunächst qualitativ auf seine Helikasefunktion hin zu testen, wurden sowohl 
dsDNA-Substrate mit 3’- und 5’ ssDNA-Überhängen als auch Substrate mit glatten Enden in 
Gegenwart bzw. Abwesenheit von ATP bzw. dATP angeboten (2.7.7.2, Abbildung 24).  
  
 
Abbildung 24: Qualitativer Test auf DNA-Helikaseaktivität von MBP-TAPpAL1. Nylonmembran nach 
einem Southern-Transfer der DNA aus einem 15%igen nativen Polyacrylamidgel (hybridisiert mit 
Anti-Dig-AP [Fab Fragmente]). Die variierenden Komponenten in den drei Ansätzen sind oberhalb 
der entsprechenden Spuren aufgelistet.  
1 = dsDNA mit 3’ssDNA-Überhang (5’DIG & Sticky29-3, vgl. Abbildung 11), 2 = dsDNA mit 5’ssDNA-
Überhang (5’DIG & Sticky29-5, vgl. Abbildung 11), 3 = ds-DNA ohne Überhang (5’DIG & Blunt29, vgl. 
Abbildung 11), 4 = ssDNA (5’DIG, vgl. Abbildung 11). In allen drei Ansätzen wurden 0,14 µM MBP-
TAP bzw. 10 µM MBP-His6 mit 10 nM dsDNA, die eine 5’-DIG-Markierung an einem Strang trägt, in 1 x 
TAP-Puffer (2.7.7) mit 2 mM ATP bzw. dATP inkubiert. Ein 100-facher Überschuss an nicht-DIG-
markiertem 5’-Oligomer (Links285rev, vgl. Tabelle A2) führte im Falle des Helikase-vermittelten 
Aufschmelzens der dsDNA zur Verdrängung des 5´-DIG-markierten Einzelstrangs. 
 
Dabei wanderte die durch Helikaseaktivität frei werdende ssDNA schneller in ein 
Polyacrylamidgel ein als die dsDNA. In diesem qualitativen Helikasetest zeigte MBP-TAPpAL1 
keinerlei Spezifität gegenüber den verschiedenen angebotenen Substraten hinsichtlich ihrer 
Termini. MBP-TAPpAL1 kann sowohl ATP als auch dATP als Energiequelle zum Aufschmelzen 
von dsDNA nutzen. Ein entsprechender Ansatz mit MBP-His6 als Proteinkontrolle in Gegenwart 
von ATP zeigte keine Helikaseaktivität. Außerdem wurde MBP-TAPpAL1 auch in Abwesenheit 
von ATP bzw. dATP mit dsDNA inkubiert und zeigte dabei keinerlei Aufschmelzung der dsDNA 
in ssDNA (Ergebnisse nicht gezeigt). 
In einem weiteren DNA-Helikaseaktivitätstest sollte die Umsatzrate von MBP-TAPpAL1 ermittelt 
werden (2.7.7.2). Hierzu wurde an die angebotene dsDNA DAPI angelagert, welches durch die 
Aufschmelzung in ssDNA durch Helikaseaktivität wieder freigesetzt wird. Da DAPI sehr viel 
stärker fluoresziert, wenn es an dsDNA angelagert ist, kann durch Quenching seiner 
Fluoreszenz infolge seiner Ablösung eine DNA-Helikaseaktivität quantifiziert werden. 
Erstaunlicherweise zeigte MBP-TAPpAL1 eine sehr starke DNA-Helikaseaktivität mit schon 
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geringen Proteinmengen (Abbildung 25). Dabei handelt es sich nicht um eine lineare, sondern 
eher um eine exponentielle Reaktionskinetik. In der nachfolgenden Aktivitätsberechnung wird 
nur der anfängliche, lineare Bereich (Anfangsphase) dieser Reaktion berücksichtigt (Roman & 
Kowalczykowski, 1989). In einem entsprechenden Kontrollversuch mit 2 nM MBP-His6 und ATP 
bzw. dATP wurde keinerlei DNA-Helikaseaktivität beobachtet, ebensowenig wie bei einem 
Versuch mit 2 pM MBP-TAPpAL1 in Abwesenheit von ATP bzw. dATP. 
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Abbildung 25: Quantitativer DNA-Helikasetest mit MBP-TAPpAL1 am Beispiel von HindIII-
linearisierter pUC18-DNA (1 nM). Die blaue Kurve repräsentiert die Helikaseaktivität mit 0,5 pM 
MBP-TAPpAL1; die grüne Kurve repräsentiert die Helikaseaktivität mit 1 pM MBP-TAPpAL1; die rote 
Kurve repräsentiert die Helikaseaktivität mit 2 pM MBP-TAPpAL1. 
 
Relative Intensitäten beziehen sich auf die Normierung der DAPI-Fluoreszenz. Dabei entspricht 
eine relative Intensität von 1 der angelagerten DAPI-Menge in komplett als dsDNA vorliegender 
DNA, während eine relative Intensität von 0 der Fluoreszenzintensität des komplett frei 
vorliegenden Fluorophors in Gegenwart von ssDNA entspricht. Die DNA-Helikaseaktivität wurde 
mithilfe einer Tangente an die Anfangsphase berechnet. Hierbei entspricht die Steigung dem 
anteiligen Aufschmelzen der eingesetzten dsDNA pro Zeiteinheit. Diese Steigung lässt sich 
daraufhin in molar bp/s umrechnen und durch Division mit der eingesetzten Molarität an DNA-
Helikase in die Umsatzrate (kcat) in bp/s umrechnen (Roman & Kowalczykowski, 1989). Auf 
diese Weise wurden für die in Abbildung 25 gezeigten Kurven mit HindIII-linearisierter DNA 
(5’ssDNA-Überhänge) kcat-Werte von jeweils 10740 ± 248 bp/s (0,5 pM MBP-TAPpAL1), 8716 ± 
120 bp/s (1 pM MBP-TAPpAL1) und 8965 ± 254 bp/s (2 pM MBP-TAPpAL1) berechnet. Diese sehr 
ähnlichen Werte zeigen, dass die hier ermittelten Umsatzraten gut zu reproduzieren sind. 
Parallel zu diesem Versuch wurden Versuche mit DNA durchgeführt, die keine ssDNA-
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Überhänge (SmaI-restringiert) bzw. 3’-ssDNA-Überhänge (PstI-restringiert) besaß, um die 
Substratspezifität von MBP-TAPpAL1 zu untersuchen (Abbildung 26).  
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Abbildung 26: DNA-Helikaseaktivität von MBP-TAPpAL1 gegenüber dsDNA (pUC18) mit 
unterschiedlichen Enden. Die Umsatzraten von MBP-TAPpAL1 mit dem jeweiligen Substrat sind 
zusammen mit deren Varianzen in den entsprechenden Säulen angegeben. Die gezeigten Werte 
sind jeweils aus drei unabhängigen Messungen gemittelt. 
  
Es könnte sein, dass die niedrigere Umsatzrate bei Substraten mit ssDNA-Überhängen im 
Vergleich zu Substraten mit glatten Enden durch eine Hybridisierung dieser ssDNA-Überhänge 
miteinander zustande gekommen ist. Damit wären die Enden als Substrat der Helikase nicht 
mehr zugänglich. Allerdings konnte für die Versuche mit HindIII-linearisierter DNA (Abbildung 
25) eine relativ konstante Umsatzrate in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen von 
MBP-TAPpAL1 ermittelt werden, was gegen einen Einfluss von eventuell miteinander 
hybridisierenden Enden des Substrates und somit auch gegen eine Substratlimitierung spricht. 
Bei einer solchen Substratlimitierung wäre kcat bei geringen Enzymkonzentrationen im Vergleich 
mit höheren Enzymkonzentrationen scheinbar erhöht. 
In einem parallel angesetzen Kontrollversuch mit ssDNA konnte in Anwesenheit von MBP-
TAPpAL1 kein Fluoreszenzquenching beobachtet werden. Dieser Kontrollversuch zeigt, dass die 
eingesetzte und für die Normierung auf einen 100%igen Umsatz genutzte DNA vollständig als 
ssDNA vorlag. Ebenso konnte in einem Ansatz mit MBP-His6 anstelle von MBP-TAPpAL1 in 
Gegenwart von dsDNA und DAPI keinerlei Veränderung der Fluoreszenzintensität beobachtet 
werden. Interessanterweise ist MBP-TAPpAL1 in seiner Helikaseaktivität ca. 6-7 x aktiver 
gegenüber dsDNA ohne ssDNA-Überhänge (glatt) als gegenüber DNA mit ssDNA Überhängen. 
Allgemein scheint die MBP-TAPpAL1 DNA-Helikaseaktivität außerordentlich schnell zu sein, 
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vergleicht man diese Umsatzrate mit der Umsatzrate anderer DNA-Helikasen. So wurde mit 
derselben Quantifizierungsmethode für die DNA-Helikase RecBCD nur eine Umsatzrate von 
maximal 972 bp/s unter optimalen Bedingungen ermittelt (Bianco et al., 2001). Auch eine T4-
DNA Helikase (gp41) ist mit einer Umsatzrate von 400-500 bp/s (Dong et al., 1996) wesentlich 
langsamer als MBP-TAPpAL1. 
 
3.3.5 DNA-Polymerase-Aktivität von MBP-TAPpAL1 
Zunächst wurde TAPpAL1 in einem qualitativen DNA-Polymerasetest auf seine Fähigkeit hin 
getestet, ein 50 bp langes template (links50) von einem hybridisierten, 13 bp langen, 
komplementären Fragment (links13t) aus zu ergänzen. Dabei wurden die Sequenzen so 
gewählt, dass vor dem Einbau des ersten radioaktiv markierten dCTPs [α-32P] alle weiteren 
dNTPs eingebaut werden mussten (2.7.7.3.1). Für dCTP [α-32P] wurde sich entschieden, da die 
3’-pAL1-Termini auf G-G enden und somit komplementär vom Terminus ausgehend dieses 
Nukleotid als erstes einbaut wird. Gleichzeitig wurde links50 und rechts50 jeweils in 
Kombination mit MBP-pORF102 als potentiellem Protein-primer angeboten. Nach der 
Auftrennung der entsprechenden Ansätze in einem 15%igen nativen Polyacrylamidgel wurde 
ein Teil mit Ethidiumbromid gefärbt, während die Strahlung im anderen Teil mit einem 
Phosphoimager dokumentiert wurde (Abbildung 27).  
 
 
Abbildung 27: Qualitativer Nachweis der DNA-Polymeraseaktivität von MBP-TAPpAL1.  
(A) Ethidiumbromid gefärbter Bereich eines 15%igen nativen Polyacrylamidgels und Nachweis der 
Inkorporation von dCTP [α-32P] im entsprechenden Autoradiogramm (B) eines weiteren Bereiches.  
M = 50 bp Marker (Fermentas), 1 = mit primer (links13t) hybridisiertes template (links50), 2 = mit 
primer (links13t) mittels GoTAQ® DNA-Polymerase (0,1 U) zu dsDNA ergänztes template, 3 = mit 
primer (links13t) mittels MBP-TAPpAL1 (88 nM) ergänztes template, 4 = Kontrollansatz mit MBP-His6 
(800 nM) und template und primer (links50 + links13t), 5 = links50 template und MBP-pORF102 (15 
nM) mit MBP-TAPpAL1 (88 nM), 6 = rechts50 template und MBP-pORF102 (15 nM) mit MBP-TAPpAL1 
(88 nM). Alle Ansätze enthielten je 66 nM dCTP [α-32P], dATP, dGTP und dTTP; primer und 
template wurden jeweils in Konzentrationen von 1 µM eingesetzt. 
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Eine DNA-Polymeraseaktivität seitens MBP-TAPpAL1 war deutlich zu beobachten. Dabei hat 
MBP-TAPpAL1 das mit dem primer hybridisierte template anscheinend komplett ergänzt, denn 
das entstandene Produkt läuft genauso weit in das Polyacrylamidgel ein, wie die 50 bp dsDNA-
Bande des Markers. Das nicht komplettierte template wanderte deutlich weiter in das Gel ein 
und besitzt somit eine geringere Masse. Die GoTAQ® DNA-Polymerase wurde als 
Positivkontrolle für das System eingesetzt und komplettierte das entsprechende template 
anscheinend ebenfalls vollständig zu einem dsDNA Produkt mit einer Länge von 50 bp. Diese 
Beobachtung konnte auch in einem Ethidiumbromid gefärbten Gelbereich gemacht werden, auf 
den eine Probe mit einem konventionellen PCR-Ansatz (mit einem primer) mit der GoTAQ® 
DNA-Polymerase aufgetragen wurde. Die entsprechende Negativkontrolle mit der zehnfachen 
molaren Menge an MBP-His6 zeigte keinerlei DNA-Polymeraseaktivität.  
Da in einem vorangegangenen Versuch mit einer größeren Menge an GoTAQ® DNA-
Polymerase (1 U) eine sehr viel stärkere Detektion des erzeugten Produktes bei gleicher 
Belichtungsdauer erzielt werden konnte, wird davon ausgegangen, dass die DNA-
Polymerasereaktion in diesem Versuch noch nicht zum Erliegen gekommen ist. Somit konnte 
durch einen Vergleich der Bandenintensität im Ansatz mit MBP-TAPpAL1 mit der der GoTAQ® 
DNA-Polymerase im Autoradiogramm die anteilige Volumenaktivität und damit die spezifische 
Aktivität von MBP-TAPpAL1 auf 870 U/mg abgeschätzt werden. Dabei entspricht die Unitdefinition 
dieser spezifischen Aktivität der der GoTAQ® DNA-Polymerase (vgl. 2.1). Aufgrund der 
fehlenden Angabe der Proteinkonzentration bei kommerziell vertriebenen DNA-Polymerasen 
lässt sich die spezifische Aktivität der GoTAQ® DNA-Polymerase nicht berechnen. Eine 
experimentelle Bestimmung der Proteinkonzentration der GoTAQ® DNA-Polymerase ist wegen 
der zu geringen Proteinkonzentration in der Enzymlösung nicht möglich. Allerdings finden sich 
Charakterisierungen von angereicherten DNA-Polymerasen mit derselben Unitdefinition in der 
Literatur. So wird beispielsweise eine spezifische Aktivität von 250 U/mg für eine aus Sporen 
von Bacillus subtilis isolierte DNA-Polymerase (Falaschi & Kornberg, 1966) und eine spezifische 
Aktivität von 1500 U/mg für die Taq DNA-Polymerase I aus T. aquaticus (Lleonart et al., 1992) 
angegeben. Ein absoluter Vergleich mit diesen spezifischen DNA-Polymeraseaktivitäten ist nicht 
unbedingt möglich, da hier zum einen nur durch einen (ungenauen) Vergleich die spezifische 
Aktivität von MBP-TAPpAL1 bestimmt wurde und zum anderen die Testbedingungen nicht 
optimiert worden sind. Allerdings zeigt der Bereich der in der Literatur angegebenen 
spezifischen DNA-Polymeraseaktivitäten, dass TAPpAL1 eine vergleichbare Aktivität besitzt. 
Erstaunlicherweise konnte auch mit nicht mit DNA-primern hybridisiertem template in 
Gegenwart von MBP-pORF102 als potentieller Protein-primer ein Signal im Autoradiogramm 
dokumentiert werden. Dies deutet auf den Einbau von mindestens einem radioaktiv markierten 
dCTP [α-32P] durch MBP-TAPpAL1 ausgehend von MBP-pORF102 hin. Ein entsprechender 
Kontrollansatz mit MBP-TAPpAL1 und nur ssDNA template resultierte in keinem entsprechenden 
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Signal (Ergebnis nicht gezeigt). Allerdings scheint das so modifizierte template nicht in das 
15%ige Polyacrylamidgel einzuwandern. Möglicherweise liegt diese starke Retardation im Gel in 
der kovalenten Bindung von MBP-pORF102 an die neu synthetisierte DNA begründet. Um die 
Fähigkeit von TAPpAL1, MBP-pORF102 als Protein-primer zu nutzen, genauer zu untersuchen 
wurde dieser Versuch wiederholt und die entsprechenden Ansätze wurden in einem 10,8%igen 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abbildung 28). Dabei konnte in den Ansätzen mit MBP-
pORF102 und MBP-TAPpAL1 in Gegenwart von ssDNA template (links50 bzw. rechts50) eine 
Detektion über die gesamte Spur beobachtet werden. In der Mitte dieser Spuren kann man 
allerdings ein stärkeres Signal erkennen. Interessanterweise wurden auch in einem Ansatz ohne 
template und nur mit MBP-TAPpAL1 und MBP-pORF102 Signale detektiert, obgleich diese 
deutlich schwächer waren als mit template. Zusammen mit den beobachteten Signalen über die 
gesamte Spur kann dies auf eine unspezifische, mehrfache Modifikation von MBP-pORF102 mit 
dCTP [α-32P] durch MBP-TAPpAL1 hindeuten. Genauso könnte MBP-
pORF102 oder auch MBP-TAPpAL1 unspezifische DNA mit in den 
Reaktionsansatz bringen, die amplifiziert wird.  Ebenso könnte ein 
solches Signalmuster aber auch durch Aggregatbildung oder 
Degradation von MBP-pORF102 im Ansatz zustande kommen. 
Entsprechende Kontrollen mit MBP (75 nM), template (1 µM) und MBP-
TAPpAL1 (88 nM) zeigten keinerlei Signale und bestätigen somit, dass 
TAPpAL1 nur den pORF102-Anteil des Fusionsproteins modifiziert. Aber 
auch Ansätze mit MBP-pORF102 (75 nM) und template (1 µM) ohne 
MBP-TAPpAL1 führten zu keinen Signalen (nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 28: Qualitativer Nachweis der Polymeraseaktivität von MBP-TAPpAL1 mit MBP-pORF102 
als potentiellem Protein-primer. Autoradiogramm eines 10,8%igen SDS-Polyacrylamidgels zum 
Nachweis der Inkorporation von dCTP [α-32P]. Alle Ansätze enthielten je 66 nM dCTP [α-32P], dATP, 
dGTP und dTTP. 
1 = links50 template (1 µM), MBP-pORF102 (75 nM) und MBP-TAPpAL1 (88 nM); 
2 = rechts50 template (1 µM), MBP-pORF102 (75 nM) und MBP-TAPpAL1 (88 nM);  
3 = MBP-pORF102 (75 nM) und MBP-TAPpAL1 (88 nM);  
4 = links50 template (1 µM), MBP (75 nM) und MBP-TAPpAL1 (88 nM); 
5 = rechts50 template (1 µM), MBP (75 nM) und MBP-TAPpAL1 (88 nM). 
 
Um dennoch zu untersuchen, ob MBP-TAPpAL1 MBP-pORF102 als Protein-primer nutzen kann, 
sollte die DNA-Polymerisation ausgehend von MBP-pORF102 durch TAPpAL1 in Gegenwart von 
ssDNA template mittels einer Realtime-PCR analysiert werden. Zunächst wurde das 
Versuchssystem mit der GoTAQ® DNA-Polymerase auf seine Funktion hin überprüft  
(Abbildung 29).  
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Abbildung 29: Realtime-PCR mit der GoTAQ® DNA-Polymerase (0,1 U) und unterschiedlichen 
links70-Mengen als template DNA in Gegenwart der primer links13t und links15g (je 0,3 µM). 
 
Dieser Versuch zeigte die Abhängigkeit der Amplifikatgenerierung von der eingesetzten 
template-Konzentration. Dabei konnte eine deutliche, für DNA-Polymerase-Amplifikationen 
typische Differenzierung des Kurvenverlaufes in eine exponentielle, lineare und Plateauphase 
beobachtet werden. Dieser Kurvenverlauf liegt in der anfänglich exponentiellen Amplifikation 
des templates begründet, die ihr Maximum im linearen Bereich dieses Kurvenverlaufes findet, 
der aus Mangel an dNTPs und aufgrund von Polymerasedegeneration schließlich in die 
Plateauphase übergeht. Parallel zu diesem Versuch wurde eine GoTAQ® DNA-Polymerase-
katalysierte lineare Amplifikation ausgehend von nur einem primer (links13t) mit demselben 
template (links70) durchgeführt (Ergebnis nicht gezeigt). Dabei konnte jedoch keine 
Fluoreszenzdifferenzerhöhung (∆Rn) in Abhängigkeit der Zyklenzahl beobachtet werden. Diese 
Beobachtung zeigt deutlich, dass ein solcher Kurvenverlauf (Abbildung 29) nur durch eine 
exponentielle Amplifikation zustande kommen kann. Dies war insbesondere für den folgenden 
Versuch interessant, in dem die GoTAQ® DNA-Polymerase in einem analogen Ansatz mit 
beiden DNA-primern durch MBP-TAPpAL1 ersetzt wurde. Eine exponentielle Amplifikation sollte 
nur dann erfolgen, wenn TAPpAL1 parallel zu seiner DNA-Polymerasefunktion auch seine DNA-
Helikasefunktion ausprägt. Für diesen Versuch mussten Pseudo-Zyklen (ein Pseudo-Zyklus 
entspricht einer Minute) definiert werden, da MBP-TAPpAL1 bei konstant 30°C arbeitet und daher 
ein Zyklus nicht durch ein zeitlich definiertes Temperaturprogramm eingegrenzt werden kann. 
Tatsächlich ließ sich auch in diesem Ansatz eine exponentielle Amplifikation mit dem typischen 
Kurvenverlauf erkennen (Abbildung 30). 
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Abbildung 30: Realtime-PCR mit MBP-TAPpAL1 (0,176 µM) und links70 DNA (0,1 µM) als template in 
Gegenwart der primer links13t und links15g (je 0,3 µM). Drei parallele Ansätze.  
    
 
Tatsächlich scheint TAPpAL1 gleichzeitig mit seiner DNA-Polymerasefunktion auch seine DNA-
Helikasefunktion auszuprägen. Dabei konnte genauso wie bei der Reaktion mit der GoTAQ® 
DNA-Polymerase ein versetzter Kurvenverlauf beobachtet werden. Dieser wird durch leicht 
unterschiedliche template-Mengen verursacht, die durch Pipettierungenauigkeiten in diesen 
Parallelansätzen zustande kamen. Ein entsprechender Ansatz zur linearen Amplifikation durch 
MBP-TAPpAL1 mit nur einem primer (links13t) und demselben template (links70) zeigte ebenfalls 
keine Fluoreszenzdifferenzerhöhung (∆Rn) in Abhängigkeit der Pseudo-Zyklenzahl. Parallel zu 
diesen Ansätzen wurde eine non-template-Kontrolle ohne links70, sowie eine Kontrolle ohne 
MBP-TAPpAL1 und eine Kontrolle, in der MBP-TAPpAL1 gegen MBP-His6 ausgetauscht wurde, 
durchgeführt. Bei diesen drei Kontrollversuchen konnte jedoch keine Fluoreszenzdifferenz-
erhöhung (∆Rn) in Abhängigkeit der Zyklenzahl beobachtet werden. 
Um nun zu überprüfen, ob TAPpAL1 TPpAL1 als Protein-primer für eine ebenso exponentielle 
Amplifikation nutzen kann, wurde ein entsprechender Versuch durchgeführt. Interessanterweise 
konnte auch mit MBP-pORF102 eine exponentielle Amplifikation ausgehend von den beiden 
angebotenen templates beobachtet werden (Abbildung 31). Im Kurvenverlauf war auffällig, dass 
sowohl eine exponentielle als auch eine lineare Phase, jedoch keine Plateauphase auftraten. 
Möglicherweise verläuft die Amplifikation ausgehend von MBP-pORF102
 
so effizient, dass eine 
Plateauphase erst nach einer weitaus höheren Anzahl an Pseudo-Zyklen zu beobachten wäre. 
Parallel zu diesen Ansätzen wurde eine non-template-Kontrolle ohne links70 bzw. rechts70, 
sowie eine Kontrolle ohne MBP-TAPpAL1 und eine Kontrolle, in der MBP-TAPpAL1 gegen MBP-
His6 ausgetauscht wurde, durchgeführt. Bei diesen drei Kontrollversuchen konnte jedoch keine 
Fluoreszenzdifferenzerhöhung (∆Rn) in Abhängigkeit der Zyklenzahl beobachtet werden. 
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Abbildung 31: Realtime-PCR mit MBP-TAPpAL1 (0,07 µM) und links70 bzw. rechts70 als ssDNA-
template (je 0,1 µM) in Gegenwart des potentiellen Protein-primers MBP-pORF102 (0,065 µM). 
Jeweils zwei parallele Ansätze. 
 
Bemerkenswert ist, dass sich sich die Kurven mit verschiedenen templates drastisch in ihrer 
Steigung innerhalb des linearen Bereiches unterschieden. Da sich eben diese linearen Bereiche 
durch eine optimale (maximale) Amplifikationsgeschwindigkeit der DNA-Polymerisation 
auszeichnen, lassen sich nur diese miteinander vergleichen. So konnte eine Steigung im 
linearen Bereich in Gegenwart des templates links70 von 0,36 ∆Rn/min bestimmt werden, 
während die Steigung im linearen Bereich in Gegenwart des templates rechts70 mit 0,78 
∆Rn/min fast doppelt so hoch war. Diese beiden templates unterscheiden sich in ihren Termini. 
Während links70 (5’-GTC…AGG-3’) nur von einem Terminus 
aus ein dCMP einbauen lässt, ist dies bei rechts70 
(5’CAA…AGG-3’) von beiden Termini aus möglich. Zusammen 
mit den Ansätzen in dem vorangegangenen Versuch wurden 
diese Ansätze nach deren Polymerisationsreaktion auf ein 
15%iges Polyacrylamidgel gegeben, um die erzeugten 
Amplifikate zu überprüfen (Abbildung 32). 
  
Abbildung 32: Produkte der DNA-Amplifikation durch MBP-
TAPpAL1 mittels Realtime-PCR. 15%iges Polyacrylamidgel. 
1 = links70 template mit DNA-primern und MBP-pORF102, ohne 
MBP-TAPpAL1, 2 = rechts70 template mit DNA-primern und MBP-pORF102, ohne MBP-TAPpAL1, 3 = 
links70 template mit DNA-primern und MBP-TAPpAL1, 4 = links70 template mit MBP-pORF102-
primer und MBP-TAPpAL1, 5 = rechts70 template mit MBP-pORF102-primer und MBP-TAPpAL1. Als  
 DNA-primer kamen links13t und links15g zum Einsatz (je 0,3 µM). 0,1 µM template, 0,07 µM MBP-
TAPpAL1 und 0,065 µM MBP-pORF102 wurden in den entsprechenden Ansätzen eingesetzt. 
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Ausgehend von den ssDNA-templates konnte eine deutliche dsDNA-Produktgenerierung sowohl 
in dem Ansatz mit den DNA-primern (links13t/links15g) als auch in den Ansätzen mit dem 
Protein-primer (MBP-pORF102) ausgehend von MBP-TAPpAL1 beobachtet werden. Dabei ist in 
den Kontrollansätzen ohne MBP-TAPpAL1 nur das einzelsträngige template zu sehen. Somit 
wurde bewiesen, dass TAPpAL1 in der in der Realtime-PCR beobachteten Reaktion tatsächlich 
Amplifikationsprodukte sowohl ausgehend von DNA- als auch von Protein-primern generiert hat. 
Um zu untersuchen, ob TAPpAL1 auch ausgehend von dsDNA-templates eine exponentielle 
Amplifikation bewerkstelligen kann, wurde ein weiterer Realtime-PCR-Versuch mit dsDNA als 
template durchgeführt. Hierbei zeigte sich der übliche Kurvenverlauf (nicht gezeigt). Parallel zu 
diesen Ansätzen wurde eine non-template-Kontrolle, sowie eine Kontrolle ohne MBP-TAPpAL1 
und eine Kontrolle, in der MBP-TAPpAL1 gegen MBP-His6 ausgetauscht wurde, durchgeführt. Bei 
diesen drei Kontrollversuchen konnte jedoch keine Fluoreszenzdifferenzerhöhung (∆Rn) in 
Abhängigkeit der Zyklenzahl beobachtet werden. 
Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass TAPpAL1 durch seine Helikasefunktion initial 
dsDNA in ssDNA aufschmilzt und diese somit als template für eine PCR-Reaktion nutzen kann. 
Auffälligerweise wurde bei diesem Versuch wiederum eine ca. doppelt so hohe 
Amplifikationsgeschwindigkeit im linearen Kurvenverlauf beobachtet, wenn das entsprechende 
template terminal als erstes ein dCMP einbauen ließ (Abbildung 33).  
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Abbildung 33: Amplifikation unterschiedlicher dsDNA templates (je 0,1 µM) durch MBP-TAPpAL1 
(0,07 µM) in Gegenwart von MBP-pORF102 (0,065 µM) mittels Realtime-PCR. Relative, normierte 
Fluoreszenzdifferenzen in Abhängigkeit zur Zeit [min]. Diese Werte sind auf den maximalen Wert 
(template links285) normiert. Die terminale Sequenz der dsDNA-templates ist unter den 
betreffenden Säulen aufgeführt. 
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Um die Präferenz von TAPpAL1 in Zusammenhang mit TPpAL1 gegenüber den template-Termini 
zu untersuchen, wurde ein weiterer Realtime-PCR Versuch durchgeführt, in dem ssDNA-
templates von gleicher Größe eingesetzt wurden. Diese templates unterschieden sich in ihrer 
Sequenz lediglich in dem 3’-terminalen letzten Nukleotid voneinander. Die Nomenklatur für 
diese templates wurde an das erste in 5’-3’-Richtung anzulagernde, komplementäre Nukleotid 
angelehnt. So steht prot50C beispielsweise für ein 50 Nukleotide langes, ssDNA template mit 3’-
terminalem G, welches ausgehend von einem Protein-primer zuerst ein dCMP einbauen lässt. 
Die restliche Sequenz ist eine Zufallssequenz. Bei diesem Versuch konnte anhand der größten 
Polymeraseaktivität im linearen Bereich eine deutliche Präferenz dieses Systems gegenüber 
dem prot50C template beobachtet werden (Abbildung 34). Parallel zu diesen Ansätzen wurde 
eine non-template-Kontrolle ohne prot50C/A/T/G als template, sowie eine Kontrolle ohne MBP-
TAPpAL1 und eine Kontrolle, in der MBP-TAPpAL1 gegen MBP-His6 ausgetauscht wurde, 
durchgeführt. Bei diesen drei Kontrollversuchen konnte jedoch keine Fluoreszenzdifferenz-
erhöhung (∆Rn) in Abhängigkeit der Zyklenzahl beobachtet werden. In Gegenwart der übrigen 
templates zeigte das System in der Reihenfolge prot50A, prot50T und prot50G eine stetig 
sinkende Polymeraseaktivität. Dieses Ergebnis ist konsistent mit den übrigen beobachteten 
DNA-Polymeraseaktivitäten von TAPpAL1 in Kombination mit MBP-pORF102 als Protein-primer 
(vgl. Abbildung 31 und Abbildung 33). 
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Abbildung 34: Amplifikation unterschiedlicher ssDNA templates (je 0,1 µM), die sich nur im  
3’-terminalen Nukleotid in ihrer Sequenz voneinander unterscheiden, durch MBP-TAPpAL1 (0,07 µM) 
in Gegenwart von MBP-pORF102 (0,065 µM) mittels Realtime-PCR. Relative, normierte 
Fluoreszenzdifferenzen in Abhängigkeit zur Zeit [min]. Diese Werte sind auf den maximalen Wert 
(template prot50C) normiert. 
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4 Diskussion 
4.1 Verwandtschaften von terminalen Proteinen und deren mögliche Interaktionspartner
 
Die Ähnlichkeit von TPpAL1 mit bekannten und putativen TPs von Streptomyces spp. ist sehr 
gering. Ein Vergleich der Sequenzen miteinander zeigt maximal 42 % ähnliche (23% identische) 
Reste (mit TpgSLP2 aus S. lividans, GenBank-Nr.  AAL10510.1), wobei aufgrund fehlender 
Homologien in der gesamten Aminosäuresequenz nur Teilbereiche verglichen wurden 
(Aminosäure 57-168 von TPpAL1 mit Aminosäure 38-144 von TpgSLP2). Dabei sind die größten 
Homologien zwischen TPpAL1 und den bekannten bzw. putativen TPs von Streptomyces spp. in 
einem Sequenzbereich gefunden worden, für den eine HTH-DNA-Bindedomäne postuliert 
wurde (3.2.1, vgl. Abbildung 17). TPpAL1 ist homolog zu Proteinen von Rhodococcen, die 
teilweise als terminale Proteine postuliert worden sind (Abbildung 35). Auch hier wurden die 
größten Homologien in einem Bereich von TPpAL1 gefunden, für den eine HTH-DNA-
Bindedomäne vorhergesagt werden kann. Allerdings sind auch über diesen Bereich hinaus 
große Homologien von TPpAL1 mit Proteinen von Rhodococcus spp. zu erkennen.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 35: Multiples Sequenzalignment auf Aminosäureebene (ClustalW2) von TPpAL1 mit den 
putativ terminalen Proteinen pBD2_006 (GenBank-Nr. AAP73891.1) aus R. erythropolis und 
pREL1_0007 (GenBank-Nr. BAE45950.2) aus R. erythropolis PR4. Strikt konservierte Reste sind 
mit „*“ markiert; Reste, die sehr ähnlichen Aminosäuren angehören und die bei mindestens 50% 
der verglichenen Proteine konserviert sind, sind mit „:“ gekennzeichnet; Reste, die nur schwach 
miteinander verwandten Aminosäuren angehören, sind mit „.“ gekennzeichnet.  
Der Sequenzabschnitt in TPpAL1, für den eine HTH DNA-Bindedomäne vorhergesagt wird (CDD: 
cd00093, E-value: 0,015), ist grau hinterlegt, während die entsprechenden Sequenzabschnitte für 
eine solche vorhergesagte Domäne in pBD2_006 (CDD: cl09100, E-value: 0,14) und pREL1_0007 
(CDD: cl02600, E-value: 4,1) ebenfalls in grau hinterlegt sind. 
pBD2_006      MMARKDTNKDP---------------GRRSK----IFGALTGRSGALVSPGRGAPDVRGL 41 
pREL1_0007    MAGRINISRAAKELRVTQTAIREVLRGERGKLQGEFFGKLTGRQGADISGQPNASNLKAQ 60 
TP_pAL1       -MIYEDVSNVD--------------HASRRN---LLFSAFTGRHEVETSGK--STDIHAM 40 
                   : ..                 . * :    :*. :***  .  *    :.:::. 
 
pBD2_006      LIAAYGFTKRG--GLNTADAAKDLGVTQRTVQRWVATEGHQRIGKPKADTLQKLAKKSRQ 99 
pREL1_0007    LLAAYGPGKRS--EINTAAAARDLGVSKRTVERWLAPEGRQRIAKPRTETLNALARKAKQ 118 
TP_pAL1       LATTYGIERRGKTSIDTRKASKDLGVSQRTIQRWLKEEN-----KPKLDNLKKIQTKSRQ 95 
              * ::**  :*.   ::*  *::****::**::**:  *.     **: :.*: :  *::* 
 
pBD2_006      VATTQRGRKAALASFRATSKGKALANRGGHLRVRGHQGPS--AAGKTYKRDRQIQLELTP 157 
pREL1_0007    SASTRTSRKEAMSSVRSSARGKALSNFGGKIKIDAVQGP----GTREYARDRMITLALTP 174 
TP_pAL1       AASTKRGRQ---TALKASPKNVHFKKYGAHLTVKGVQGPPPGSGGKAYTRDRLSQLELDP 152 
               *:*: .*:   ::.:::.:.  : : *.:: : . ***    . : * ***   * * * 
 
pBD2_006      ADVEAMWSAFEQNGDEGVSKWMTNHADEQYVAGWEFERIDEIGIDRP----------- 204 
pREL1_0007    DQVESMWSAYENGGDKGMINWMNSRAQD-YVGGWEFYQINSFDVER------------ 219 
TP_pAL1       DTFSALMDAFEQGGEKSAVAYLEGIYNDKYVADWSFGTIRELTFNDLSTRGSRDPRSL 210 
                ..:: .*:*:.*::.   :: .  :: **..*.*  * .: .: 
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Aktuelle Versuche zeigen, dass ORF100-102 in einem tricistronischen Operon organisiert sind 
(pers. Mitteilung Martin Wagenknecht). Dies deutet auf die Ausübung einer gemeinsamen 
Funktion hin, ähnlich wie es auch für die putativ in einem bicistronischen Operon organisierten, 
TpgL und TapL codierenen ORFs von S. lividans postuliert wurde (Bao & Cohen, 2003). Das 
von ORF102 auf pAL1 codierte Protein wurde als das terminale Protein von pAL1 (TPpAL1) 
identifiziert (3.2.2). In DNA-Bindestudien konnte für TPpAL1 ein unspezifisches ssDNA-
Bindeverhalten beobachtet werden (3.2.3). Ein solches Verhalten wurde auch für das terminale 
Protein TpgL von S. lividans beschrieben (Bao & Cohen, 2003). Erst in Kombination mit dem als 
Telomer-assoziiertes Protein bezeichneten Protein (TapL) konnte eine spezifische Bindung von 
TpgL an telomerer ssDNA beobachtet werden (Bao & Cohen, 2003). Für TapL konnte in DNA-
Footprint-Versuchen gezeigt werden, dass dieses zunächst spezifisch an telomere 
Sequenzbereiche bindet, die für die Ausprägung charakteristischer Sekundärstrukturen 
verantwortlich sind (Bao & Cohen, 2003; “rabbit ears“, vgl. Abbildung 2). In der aktuellen 
Modellvorstellung wird daher postuliert, dass TapL nach dessen Bindung an diese Bereiche 
TpgL in terminale Region des linearen Replikons dirigiert und damit TpgL als Protein-primer für 
die Auffüllreaktion der ssDNA-Termini dienen kann (Bao & Cohen, 2003). In einem in vivo-
Quervernetzungsversuch konnte das von ORF101 auf pAL1 codierte Protein als 
Interaktionspartner von TPpAL1 identifiziert werden (3.2.4). Die Anwesenheit des als TAPpAL1 
bezeichneten Proteins konnte das unspezifische ssDNA-Bindeverhalten von TPpAL1 nicht 
beeinflussen (3.3.2). Ganz im Gegensatz zu TapL wurde für TAPpAL1 kein HTH-Motiv 
vorhergesagt, welches für eine Interaktion mit solchen ssDNA-Sekundärstrukturelementen 
erforderlich sein könnte. Für eine spezifische Interaktion eines einzigen Proteins mit beiden 
Termini eines linearen Replikons müssten ausgebildete Sekundärstrukturen in den für die 
Interaktion essentiellen Bereichen beider Termini identisch sein. Bei den für pAL1 
vorhergesagten Sekundärstrukturen der ssDNA-Überhänge (Parschat et al., 2007; vgl. 
Abbildung 5) wurden keine an die sogenannten „rabbit ears“ erinnernden Sekundärstruktur-
elemente der Termini linearer Replikons von Streptomyceten gefunden. Außerdem wurden in 
einem Vergleich der für die beiden Termini postulierten Sekundärstrukturen keine ähnlichen 
charakteristischen Strukturen gefunden. Die Tatsache, dass hier nur ein terminales Protein 
identifiziert werden konnte, weist im Hinblick auf das für Streptomyceten postulierte „Fold-back“-
Modell auf weitere Proteine hin, die spezifisch mit den ausgeprägten Sekundärstruktur-
elementen von pAL1 interagieren und TPpAL1 in diese Region dirigieren könnten.  
Bisher sind noch keine terminalen Proteine in Rhodococcus spp. funktionell untersucht worden. 
Dabei gehören alle bisher untersuchten linearen Replikons dieses Genus ebenfalls zu den 
genetischen Elementen der Invertrons mit am 5’-Terminus gebundenen Proteinen (Stecker et 
al., 2003; Sekine et al., 2006). Die starke Verwandtschaft der postulierten TPs von  
 Rhodococcus spp. zu TPpAL1 lässt eine zu zu TPpAL1 ähnliche Funktion im Replikations-
mechanismus von Invertrons aus Rhodococus spp. vermuten. 
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4.2 TAPpAL1, eine DNA-Replikase 
Für TAPpAL1 konnte eine Zinkfinger-, eine Topoisomerase-/Primase- und eine unvollständige 
Helikasedomäne vorhergesagt werden (3.3.1). Des Weiteren wurde ein Teilbereich einer Typ B 
DNA-Polymerasedomäne vorhergesagt. Allerdings ist die Signifikanz der Vorhersage einer 
solchen Domäne mit einem Erwartungswert (E-value) von 1,2 sehr gering (3.3.1). In 
biochemischen Versuchen konnte jedoch eine DNA-Polymeraseaktivität seitens TAPpAL1 
nachgewiesen werden (3.3.5), was möglicherweise für TAPpAL1 auf einen Vertreter einer neuen 
DNA-Polymerase Familie hindeuten kann. Aber auch die DNA-Topoisomeraeaktivität (3.3.3) 
und die DNA-Helikaseaktivität (3.3.4) ausgehend von TAPpAL1 konnte in biochemischen 
Versuchen bestätigt werden. 
Mithilfe des Programms „Conserved Domain Architecture Retrieval Tool“ (CDART) (Geer et al., 
2002) wurde die Architektur der für TAPpAL1 vorhergesagten Domänen mit der Architektur von 
Proteinen verglichen, die eine ähnliche Domänenstruktur besitzen (Abbildung 36). Dabei wurden 
nur die vorhergesagten Domänen in TAPpAL1 genutzt, die einen E-value von ≤ 0,001 besaßen 
(3.3.1). Mit dieser Analyse sollten Proteine identifiziert werden, die nicht aufgrund ihrer 
Aminosäureabfolge, sondern vielmehr aufgrund ihrer postulierten Domänenkomposition und 
damit auch aufgrund ihrer potentiellen Funktionen zu TAPpAL1 homolog sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 36: CDART-Vergleich (Geer et al., 2002) von TAPpAL1 mit Proteinen, die eine ähnliche 
Abfolge ihrer postulierten Domänenstruktur besitzen. Die Skala im oberen Bereich gibt die 
Position der Aminosäuren an. Die in Klammern befindliche Zahl bei den unterschiedlichen 
Domänenarchitekturen gibt die Anzahl deren Vertreter wieder. 
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Die Domänenarchitektur der N-terminalen Region von TAPpAL1 ist der bekannter DNA-Primasen 
sehr ähnlich. Es wurden allein in 53 Vertretern die für DNA-Primasen „klassische“ 
Domänenabfolge einer Zinkfingerdomäne (CHCC) mit nachfolgender Topoisomerase-/Primase-
Domäne gefunden. Dabei ist bemerkenswert, dass es mit insgesamt 635 Proteinen weitaus 
mehr zu TAPpAL1 Homologe mit ähnlicher Domänenarchitektur gibt, die um eine DnaB-DNA-
Helikase-Bindestelle erweitert ist. Ein prominenter Vertreter darunter ist die aus E. coli 
stammende Primase DnaG (Smiley et al., 1982; GenBank-Nr. AAA24600.1). Mit den letzten 16 
ihrer C-terminal lokalisierten Aminosäuren bindet sie die DnaB-DNA-Helikase (Tougu & 
Marians, 1996). Durch diese Bindung wird die DNA-Primase-Aktivität von DnaG um den Faktor 
> 1000 verstärkt und gleichzeitig auf die durch die Helikaseaktivität entstehende Replikations-
gabel fokussiert (LeBowitz & McMacken, 1986; Johnson et al., 2000). Ohne die initiale Bindung 
von DnaB an DnaG ist die Aktivität der DnaG-Primase zu gering, um die Synthese von RNA-
primern zu initialisieren (Benkovic et al., 2001). Es gibt aber auch solche Proteine, die in ihrer 
vorhergesagten Domänenstruktur anstelle einer DNA-Helikasebindestelle eine eigenständige 
Helikasedomäne besitzen. Insgesamt 22 Vertreter mit einer solchen Domänenarchitektur sind 
zu der von TAPpAL1 homolog. Dabei wurden nur vier Vertreter als Primase-Helikase-Proteine 
bezeichnet, während die Übrigen eine unbekannte Funktion haben. Bemerkenswerterweise 
besitzen diese 18 Vertreter eine postulierte Helikase-Domäne der Superfamilie II, genauso wie 
sie bei TAPpAL1 vorhergesagt wurde. Vertreter dieser Domänenarchitektur sind beispielsweise 
die reversen Gyrasen aus Methanopyrus kandleri (del Toro Duany et al., 2008) und Sulfolobus 
acidocaldarius (Confalonieri et al., 1993). In diesen Proteinen vermittelt die Topoisomerase-
/Primase-Domäne ganz im Gegensatz zu allen vorher genannten Vertretern keine Primase- 
sondern eine Topoisomerase-Funktion, wie sie ebenfalls bei TAPpAL1 experimentell bewiesen 
worden ist (3.3.3). Dass TAPpAL1 eventuell neben seiner höchstwahrscheinlich von der 
Topoisomerase-/Primase-Domäne vermittelten Topoisomeraseaktivität eine Primaseaktivität 
besitzt, ist unwahrscheinlich, da bisher keine Proteine mit einer solchen bivalenten Funktion 
beschrieben worden sind. 
Erstaunlich ist, dass in der weiteren Suche nach einer zu der von TAPpAL1 ähnlichen Domänen-
architektur keine Proteine aufgezeigt wurden, die eine ähnliche Größe wie TAPpAL1 besitzen. 
Das in einer BLAST-Suche identifizierte zu TAPpAL1 ähnlichste Protein pBD2.007 von R. 
erythropolis BD2 (GenBank-Nr. AAP73892.1; 61% ähnliche und 41% identische Reste in einem 
C-terminalen Bereich von Aminosäure 1251-1812) wurde aufgrund seiner zu stark von TAPpAL1 
abweichenden Domänenarchitektur von CDART nicht gefunden. Zwar wird für dieses Protein 
ebenfalls eine Topoisomerase-/Primase-Domäne vorhergesagt (Aminosäure 200-277; E-value: 
0,0001; CDD: cd01029), jedoch fehlen eine Zinkfinger- und Helikasedomäne. Allerdings wird für 
einen C-terminalen Bereich, in dem diese Proteine die höchsten Homologien zueinander haben,  
  für beide Proteine eine unvollständige Domäne einer DNA-Polymerase des Typs B aufgezeigt 
(pBD2.007: Aminosäure 1595-1669; E-value: 0,038; 16,6% konserviert von CDD: pfam03175 / 
TAPpAL1:  Aminosäure 1408-1665; E-value: 1,2; 40,7% konserviert von CDD: pfam03175). 
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Ein Vergleich der Aminosäuresequenz der zu TAPpAL1 ähnlichsten putativen Typ B DNA-
Polymerasen, den auf linearen mitochondrialen Plasmiden codierten Polymerasen von N. 
crassa (GenBank-Nr. CAA39046.1) und N. intermedia (AAD31446.1) mit einer C-terminalen 
Sequenz von TAPpAL1 (Aminosäure 1455-1657), einer  C-terminalen Sequenz von pBD2.007 
(Aminosäure 1559-1791) und der bekannten Typ B DNA-Polymerase des Bakteriophagen Φ29 
(Aminosäure 240-459; GenBank-Nr. ACE96023.1) zeigt trotz schwacher Homologien 
konservierte Reste (Abbildung 37). Dabei können teilweise die für die Ф29 DNA-Polymerase 
postulierten Consensus-Sequenzen (Blanco & Salas, 1996) zu TAPpAL1 zugeordnet werden. Das 
Motiv C lässt sich in der Aminosäuresequenz von TAPpAL1 jedoch nicht identifizieren. Allerdings 
ist TAPpAL1 in einem Bereich, in dem das Motiv C zu vermuten wäre, sehr homolog zu pBD2.007 
(Aminosäure 1601-1657, Abbildung 37) und weiteren zu TAPpAL1 ähnlichen Proteinen von 
Rhodococcus spp. (nicht gezeigt). Dabei kann ein konservierter Aspartatrest (D1654) gefunden 
werden, der im Motiv C von der Φ29 DNA-Polymerase eine katalytische Funktion erfüllt. 
Erwähnenswert ist, dass nur konservierte Motive für die DNA-Polymerasefunktion und nicht für 
die Exonukleasefunktion für Typ B DNA-Polymerasen gefunden werden konnten. Letztere 
Funktion befindet sich typischerweise im N-terminalen Bereich von Typ B DNA-Polymerasen 
(Blanco & Salas, 1996). Interessant ist, dass die Domänenvorhersage für TAPpAL1 ebenfalls den 
N-terminalen Bereich der Typ B DNA-Polymerase-Domäne nicht gefunden hat (Abbildung 21) 
und somit auf ein mögliches Fehlen dieser Region hindeutet.  
Die Motive A, B und C sind sowohl in vielen eukaryotischen als auch viralen DNA-Polymerasen 
konserviert. Mutationen in diesen Regionen bei der Φ29 DNA-Polymerase zeigten die für die 
DNA-Polymerisation essentiellen Reste (Bernad et al., 1990; Blasco et al., 1992; Blasco et al., 
1993; Blasco et al., 1993). Außerdem konnte gezeigt werden, dass einige dieser Motive sogar in 
den für eine DNA-Polymerisation verantwortlichen Regionen unterschiedlicher Gruppen 
Nukleinsäure-synthetisierender Enzyme konserviert sind, wie es beispielsweise in RNA-
Polymerasen (alle drei Motive) und in terminalen DNA-Transferasen (nur die Motive A und C, 
Delarue et al., 1990) der Fall ist. Für die Φ29 DNA-Polymerase wurde postuliert, dass der 
Aspartatrest D249 im Motiv A (D-x-x-S-L-Y-P) und die beiden Aspartatreste D456 und D458 im 
Motiv C (Y-x-D-T-D-S) eine Dreifinger-Struktur zur Metallionbindung formen (Blanco & Salas, 
1996), ähnlich wie es bei der viralen reversen Transkriptase die Reste D110, D185 und D186 
(Kohlstaedt et al., 1992) und bei der Pol β aus der Ratte die Reste D190, D192 und D256 (Date 
et al., 1991; Menge et al., 1995) bewerkstelligen. In TAPpAL1 ist ein Aspartatrest in dem 
konservierten Motiv A (D1464) und ein weiterer möglicherweise in dem vor allem zu Proteinen 
von Rhodococcus spp. homologen C-terminalen Bereich zu finden (D1654), die für diese 
Funktion verantwortlich sein könnten. Der dritte Aspartatrest, der sich üblicherweise im Motiv C 
  
 
 
befindet, wurde nicht in einer zur Consensus-Sequenz homologen Region in TAPpAL1 gefunden. 
Allerdings befindet sich ein von einem solchen in Motiv C befindlichen dritten Aspartatrest 
verschober Aspartatrest in TAPpAL1 (D1657, Abbildung 37). Interessanterweise ist dies auch bei 
dem zu TAPpAL1 ähnlichsten Protein, pBD2.007, zu beobachten. 
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Abbildung 37: Multiples Sequenzalignment auf Aminosäureebene (ClustalW2) von C-terminalen 
Bereichen von TAPpAL1 (Aminosäure 1455-1657), von  pBD2.007 (Aminosäure 1559-1761; GenBank-
Nr. AAP73892.1) aus R. erythropolis, der Φ29 DNA-Polymerase (Aminosäure 240-459; GenBank-Nr. 
ACE96023.1) der putativen Typ B DNA-Polymerase aus N. crassa (Aminosäure 619-865; GenBank-
Nr. CAA39046.1) und der putativen Typ B DNA-Polymerase aus N. intermedia (Aminosäure 621-
867; AAD31446.1). Strikt konservierte Reste sind mit „*“ markiert; Reste, die sehr ähnlichen 
Aminosäuren angehören und die bei mindestens 50% der verglichenen Proteine konserviert sind, 
sind mit „:“ gekennzeichnet; Reste, die nur schwach miteinander verwandten Aminosäuren 
angehören, sind mit „.“ gekennzeichnet.  
Der gezeigte Sequenzabschnitt von TAPpAL1 beinhaltet die Sequenz, für die ein Teilbereich einer 
Typ B DNA-Polymerase vorhergesagt wird (E-value: 1,2; CDD: pfam03175). Die bei Typ B DNA-
Polymerasen konservierten Motive sind mit Motiv A, B, 2b und C bezeichnet. Dabei sind die für die 
Katalyse essentiellen Reste (entsprechen denen der Φ29 DNA-Polymerase) rot hinterlegt, während 
potentiell dafür in Frage kommende Reste gelb hinterlegt sind. Die Consensus-Sequenzen der 
Motive leiten sich von der Φ29 DNA-Polymerase ab. Das zusätzliche Motiv für die Nutzung von 
Protein-primern ist eingerahmt und als TPR-1 bezeichnet. Bei diesem repräsentiert eine 1, 2, 3 und 
4 in der Zeile „consensus“ jeweils einen basischen, sauren, hydrophoben und aromatischen Rest.   
 
Motiv              Motiv A 
consensus          DxxSLYP 
phi29     KEIGEGMVFDVNSLYPAQMYSRLLPYGEPIVFEGKYVWDEDYPLHIQHIRCEFELKEGYIPTIQI- 304 
NC_polB   PIINNIFSFDFNSLYPTAMMMP-MPVGIPVHT---FCKNLNEIFGFVRAKIITPAIN--IPVLPC- 677 
NI_polB   PIINNIFSFDFNSLYPTAMMMP-MPVGIPVHT---FSKNLNEIFGFVRAKIITPAIN--IPVLPC- 679 
TAP_pAL1  LEHKYLHAYDRGGSYLAGVSGLDLGIGDPTYH--------PSGVAFDKKKPGYWRVN--MP---E- 1506 
pBD2_007  SGNLFIHAYDRGGSHAAGIASLELGIGDPQHH--------EDGAIFDKSLPGYWKIE--IPESSDW 1609 
                   :* .. : : :    :  * *                : :          :*    
 
Motiv                           TPR-1 
consensus 1         4                  23       4 3          4 
phi29     KRSRFYKGNEY--LKSSGGEIADLWLSNVDLELMKEH-YDLYNVEYISGLKFKATTGLFKDFIDKW 367 
NC_polB   RVKVNGVQKLIFPIGEWTG-----WYFSEELKLAVEYGYKI---EVLESYVFEKRDDPFKEYIEHF 735 
NI_polB   RVKVNGVQKLIFPIGEWTG-----WYFSEELKLAVEYGYKI---EVLESYVFEKRDDPFKEYIEHF 737 
TAP_pAL1  KTEWLAPNPLDPQNRAINGLT---WVSTPTLDVAVELGYEL---EVTEAYVWEKKSRILDTWYERV 1566 
pBD2_007  RYPNPLNPRGHSISEPK-------WVTTPTMQYALELGYEP---EVIEAYVWNEHGRVLDPWYKRI 1670 
          :    . .                *  .  :.   *  *.    *  ..  ::     :. : .:   
 
Motiv                       Motiv B 
consensus                  KxxxNSxYG 
phi29     TYIKT--TSEGAIKQLAKLMLNSLYGKFASN------PDVTG------------------------ 401 
NC_polB   ASIKD--NTKGSKKQMAKLLLNTLYGRTGMNDSAAEIKMLTTNELDNIQLTNNVIHEFEVDDDKHY 799 
NI_polB   ASIKD--NTKGSKKQMAKLLLNTLYGRTGMNDSAAEIKMLTTNELDNIQLTNNVIHEFEVDDDKHY 801 
TAP_pAL1  RDARTLLDTPDPDDIQARNLLKTLYVQS--------LGLMAS------------------------ 1600 
pBD2_007  RDARTALDLDDPDAQLARDQLKVVYTRT--------LGMLGS------------------------ 1704 
             :      ..    *:  *: :* :            :             
 
Motiv                                            Motiv 2b             Motiv C 
consensus                                         TxxGR               YxDTDS                                      
phi29     ------KVPYLKENGALGFRLG--EEETKDPVYTPMGVFITAWARYTTITAAQACYDRIIYCDTDS 459 
NC_polB   VRYDKKPCPVLCAQSEKNYELLSYLDGEKDDGFIINSTSIAAATASWSRILMYKHIINSAYTDTDS 865 
NI_polB   VRYDKKPCPVLCAQSEKNYELLSYLDGEKDDGFIINSTSIAAATASWSRILMYKHIINSAYTDTDS 867 
TAP_pAL1  ------YDWMEGKPMFAPERYHFIQARSRANIIRRINQIGNDHGRWPVAVTKDTILYTS---DERD 1657 
pBD2_007  ------SDFMKGRPGYAPERRHHIIAKARANILRRVVKIGKAADRWPVAISNDTVLYVS---DNPD 1761 
                   :  .     .       .    .      .      :. .            *  . 
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Des Weiteren wurden drei Tyrosinreste in der Φ29 DNA-Polymerase identifiziert, die absolut 
essentiell für die Bindung von dNTPs sind. Zu diesen gehören die Reste Y254 im Motiv A (D-x-
x-S-L-Y-P) (Blasco et al., 1992; Blasco et al., 1993), Y390 im Motiv B (K-x-x-x-N-S-x-Y-G) 
(Blasco et al., 1992; Blasco et al., 1993) und Y454 im Motiv C (Y-x-D-T-D-S) (Bernad et al., 
1990). Ein Austausch dieser Reste führte zu einer höheren Affinitätskonstante bezüglich der 
dNTPs, zu einer Instabilität der inkorporierten dNTPs, zu einer veränderten Sensitivität 
gegenüber dNTP-Analoga und zu einer verminderten Genauigkeit bei der Auswahl des 
korrekten dNTPs bei der DNA-Polymerisation ausgehend von sowohl einem DNA- als auch 
Protein-primer (Blanco & Salas, 1996). Dabei haben sich die Reste Y254 und Y390 in den 
Motiven A und B als essentielle Reste bei der Genauigkeit der Bindung des korrekten dNTPs 
herausgestellt und haben daher eine entscheidende Rolle bei der Zuverlässigkeit der gesamten 
DNA-Replikation (Saturno et al., 1995). Diese beiden in den Motiven A und B zu findenden 
Reste sind ebenfalls in TAPpAL1 konserviert (Y1469, Y1591; Abbildung 37), was auf eine 
ähnliche Funktion hindeutet.  
Acht weitere Reste sind in der Φ29 DNA-Polymerase identifiziert worden, die essentielle 
Funktionen in der Bindung von template/primer-Strukturen haben. Zu diesen gehören S252 im 
Motiv A (D-x-x-S-L-P-Y) (Blasco et al., 1993) sowie N387, G391 und F393 im Motiv B (K-x-x-x-
N-S-x-Y-G) (Blasco et al., 1993). Diese konservierten Reste lassen sich in TAPpAL1 nicht 
zuordnen. Weitere Reste, die für diese Funktion in der Φ29 DNA-Polymerase essentiell sind, 
sind in dem bisher nicht genannten Motiv 2b (T-x-x-G-R) mit den Resten T434 und R438 
(Mendez et al., 1994) bzw. dem Motiv 4 (K-x-Y) mit den Resten K498 und Y500 (Blasco et al., 
1995) gefunden worden. Das Motiv 2b kann in TAPpAL1 nur als schwach konserviert gesehen 
werden, während das Motiv 4 aufgrund seiner kurzen Consensus-Sequenz sehr schwer 
zuzuordnen ist.  
Sequenzanalysen mit der Φ29 DNA-Polymerase und anderen Typ B DNA-Polymerasen zeigen 
eine weitere konservierte Region (TPR-1), die sich zwischen den Motiven A und B befindet 
(Dufour et al., 2000). Dabei ist dieses TPR-1 Motiv nur bei DNA-Polymerasen zu finden, die 
Proteine als primer nutzen können (Dufour et al., 2000). Mithilfe von Röntgenstruktur-
auflösungen von Komplexen aus Φ29 DNA-Polymerase und Φ29 TP konnte der TPR-1 Bereich 
in der Φ29 DNA-Polymerase als Interaktionsstelle für das Φ29 TP bestätigt werden (Kamtekar 
et. al, 2006). Somit könnte dieser Bereich bei TAPpAL1 ebenfalls eine spezifische Interaktions-
stelle mit TPpAL1 darstellen. Dabei handelt es sich bei den konservierten Resten um einen 
basischen Rest (vgl. Abbildung 37, 1; K305 bei Φ29 DNA-Pol.), gefolgt von einem sauren Rest 
(vgl. Abbildung 37, 2; D332 bei Φ29 DNA-Pol.), zwei hydrophoben Resten (vgl, Abbildung 37, 3; 
L333 und L342 bei Φ29 DNA-Pol.) und zwei bis drei aromatischen Resten (vgl. Abbildung 37, 4; 
Y315, Y340 und F353 bei Φ29 DNA-Pol.). Bis auf den sauren Rest sind alle genannten Reste in 
TAPpAL1 im Sequenzvergleich mit den potentiellen Typ B DNA-Polymerasen konserviert. Dies 
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deutet auf eine Bindestelle für TPpAL1 innerhalb dieses Sequenzabschnittes von TAPpAL1 hin. 
Gegen diese Hypothese scheinen auf den ersten Blick die Ergebnisse des in vivo 
Quervernetzungsversuchs zu sprechen, in dem nur Fragmente eines N-terminalen Bereiches 
von TAPpAL1 gefunden wurden  (3.2.4). Allerdings muss hierzu gesagt werden, dass in der MS-
Analytik nicht nach den Massen von quervenetzten Peptiden oder durch eine Formaldehyd-
Bindung modifizierten Massen gesucht worden ist. Falls also TPpAL1 in dem TPR-1-ähnlichen 
Sequenzabschnitt mit TAPpAL1 interagiert, so wird genau dieser Bereich mit Formaldehyd 
quervernetzt und in einer nachfolgenden massenspektrometrischen Analyse aufgrund der 
modifizierten Massen nicht zugeordnet. 
Aus den Sequenzvergleichen lassen sich zusammenfassend die in Abbildung 37 gezeigten 
Reste, die für die DNA-Polymerasefunktion von TAPpAL1 möglicherweise essentiell sind, mit den 
entsprechenden Funktionen postulieren (Tabelle 2). Diese Reste sind potentielle Ziele für 
zukünftige ortsgerichtete spezifische Mutagenesen, um ihre Funktion experimentell bestätigen 
zu können. 
 
Tabelle 2: Für die DNA-Polymerasefunktion von TAPpAL1 möglicherweise essentielle Reste. 
Weniger konservierte Reste sind in Klammern dargestellt (entsprechend den gelb hinterlegten 
Resten in Abbildung 37). 
 
Motiv 
 
Consensus 
Metallbindung 
und Katalyse 
DNA-Bindung dNTP-
Bindung 
TPpAL1-Bindung 
A D-x-x-S-L-Y-P D1464  Y1469  
B K-x-x-x-N-S-x-Y-G   Y1591  
2b T-x-x-G-R (R1639) (R1639)  (R1639) 
C Y-x-D-T-D-S (D1654), 
(D1657) 
   
TPR-1 basisch, sauer, 
2 x hydrophob 
2-3 x aromatisch 
   K1507, L1534, 
L1544, Y1542, 
W1552 
 
 
Bemerkenswert ist, dass trotz der homologen Reste zu den Consensus-Sequenzen der 
konservierten Motive für die DNA-Polymerasefunktion in TAPpAL1 keine Homologien zu dem  
N-terminalen Bereich von Typ B DNA-Polymerasen gefunden wurden, in dem sich 
üblicherweise die Exonukleasefunktion befindet. Allerdings ist die Exonukleasefunktion des 
klassischen Vertreters dieses Typus, der Φ29 DNA-Polymerase, stark mit der 
Strangverdrängung während der Polymerisation assoziiert (Blanco & Salas, 1996). Da TAPpAL1 
gleichzeitig mit der DNA-Polymerisationsfunktion seine DNA-Helikasefunktion ausprägt (3.3.5), 
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ist die Strangverdrängung nicht erforderlich. Möglicherweise besitzt TAPpAL1 dennoch 
Exonukleasefunktion, jedoch muss der entsprechende Sequenzbereich nicht homolog zu dem 
der Typ B DNA-Polymerasen sein, bei denen teilweise eine bivalente Nutzung der 
entsprechenden konservierten Reste sowohl für die Exonukleasefunktion als auch für die 
Strangverdrängung vorzuliegen scheint (Blanco & Salas, 1996). 
Im Zusammenhang mit der DNA-Polymerasefunktion von TAPpAL1 ist die vorhergesagte 
Domäne der γ und τ Untereinheiten der Polymerase III (3.3.1) interessant. Üblicherweise 
werden diese beiden Untereinheiten in E. coli von dnaX (GenBank-Nr. AAC73572.1) codiert. 
Dabei entspricht das komplette Translationsprodukt des dnaX-Transkriptes der τ Untereinheit, 
während die γ Untereinheit in den ersten 430 Aminosäuren identisch zu der τ Untereinheit ist. 
Nach der Translation der 430sten Aminosäure jedoch kommt es zu einem programmierten 
Ribosomalen Rasterschub um ein Nukleotid, welches nach der Inkorporation von einem 
Glutamatrest zu einem Stop-Codon und damit zum Abbruch der Translation führt (Blinkowa & 
Walker, 1990; Flower & McHenry, 1990; Tsuchihashi & Kornberg, 1990). Diese beiden 
Untereinheiten vermitteln im Gegensatz zu den Untereinheiten α und ε keinerlei katalytische 
Funktionen in Form einer DNA-Polymerase- oder 3’-5’-Exonuklease-Aktivität. Stattdessen 
vermittelt die Untereinheit γ die Interaktion der DNA-Polymerase III mit dem neu synthetisierten 
Folgestrang, während die Untereinheit τ für eine Dimerisierung zweier Polymerasemoleküle 
sorgt (McHenry, 1991). Allerdings sind nur 24% der konservierten Domäne der Untereinheiten γ 
und τ der Polymerase III in TAPpAL1 gefunden worden (3.3.1). Außerdem können keine den 
Consensus-Sequenzen der acht postulierten Motive (Walker et al., 2000) entsprechenden 
Bereiche in TAPpAL1 gefunden werden. Somit ist es fraglich, ob TAPpAL1 tatsächlich eine solche 
Domäne besitzt. 
Des Weiteren ist die starke DNA-Helikaseaktivität von TAPpAL1 (kcat ~ 10000-60000 bp/s, vgl. 
3.3.4) im Vergleich zu bekannten DNA-Helikasen hervorzuheben. Für die aus E. coli bekannte 
replikative DNA-Helikase DnaB wurde ein kcat von nur 291 bp/s bestimmt (Galletto et al., 2004). 
Eine solche Umsatzrate ist viel zu niedrig, um das Voranschreiten der Replikationsgabel und 
somit eine effiziente Replikation in vivo zu ermöglichen (Hamdan & Richardson, 2009). Es 
konnte gezeigt werden, dass die Interaktionen von solchen replikativen DNA-Helikasen mit 
anderen zum replikativen Komplex gehörenden Proteinen die DNA-Helikaseaktivität drastisch 
steigern können. So kann beispielsweise die Interaktion von DnaB mit der akzessorischen 
Untereinheit τ der replikativen DNA-Polymerase III die DnaB-Helikaseaktivität um fast das 
zehnfache steigern (Kim et al., 1996). Aber auch bei replikativen DNA-Helikasen aus 
Bakteriophagen konnte ein solcher Effekt beschrieben werden. So steigern sowohl eine 
Interaktion der T4-DNA-Helikase (gp41, GenBank-Nr. AAD42466.1) mit der T4-Primase (gp61, 
AAD42502.1) als auch eine Interaktion der T7-DNA-Helikase (Gen 4B, GenBank-Nr. 
CAA24407.1) mit der T7 DNA-Polymerase (Gen 5, GenBank-Nr. CAA24412.1) die DNA-
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Helikaseaktivitäten beträchtlich (Richardson & Nossal, 1989; Dong et al., 1996; Schrock & 
Alberts, 1996). Möglicherweise sorgt die Multidomänenstruktur von TAPpAL1, welches aus den 
Domänen aller eben beschriebenen Proteine zur Stimulierung von DNA-Helikaseaktivitäten 
besteht, für die starke DNA-Helikaseaktivität. 
Zwar weist ein C-terminaler Bereich von TAPpAL1 (Aminosäure 1435-1687) schwache 
Homologien mit einem ebenfalls C-terminalen Bereich von TapL aus S. lividans auf  
(39 % ähnliche, 26% identische Aminosäuren mit den TapL Aminosäuren 314-674), jedoch 
können in diesem Bereich von TapL keine der in Tabelle 2 genannten konservierten Reste der 
für eine DNA-Polymerasefunktion postulierten Motive A, B, C und 2b gefunden werden. 
Allerdings kann nach einem Vergleich dieser Aminosäureabschnitte untereinander das TPR-1-
Motiv bis auf einen ebenfalls in TAPpAL1 fehlenden sauren Rest in der Aminosäuresequenz von 
TapL lokalisiert werden (Abbildung 38).  
 
 
Das Vorhandensein des Motivs TPR-1 bei gleichzeitiger Abwesenheit der für eine DNA-
Polymerisation postulierten Motive A, B, 2B und C ist konsistent mit den bisherigen 
Erkenntnissen über TapL, denn diesem Protein wurde lediglich eine Rolle in der Positionierung 
des TPs (TpgL) an terminale Regionen zugesprochen (Bao & Cohen, 2003). Da eine Interaktion 
Abbildung 38: Multiples Sequenzalignment auf Aminosäureebene (ClustalW2) von einem  
C-terminalen Bereich von TAPpAL1 (Aminosäure 1437-1574) mit einem ebenfalls C-terminalen 
Bereich von TapL (GenBank-Nr. AAO73842.1; Aminosäure 391-569) aus S. lividans. Strikt 
konservierte Reste sind mit „*“ markiert; Reste, die sehr ähnlichen Aminosäuren angehören und 
die bei mindestens 50% der verglichenen Proteine konserviert sind, sind mit „:“ gekennzeichnet; 
Reste, die nur schwach miteinander verwandten Aminosäuren angehören, sind mit „.“ 
gekennzeichnet.  
Die Consensus-Sequenz für das TPR-1-Motiv für die Nutzung von Protein-primern wird durch die 
Zahlen 1, 3 und 4 in der Zeile „consensus“ dargestellt, die jeweils einen basischen, hydrophoben 
und aromatischen Rest repräsentieren. Die dieser Consensus-Sequenz entsprechenden Reste 
sind in beiden Aminosäuresequenzen grau hinterlegt. Dabei entsprechen die markierten Reste der 
TPR-1 Consensus-Sequenz bei TAPpAL1 den in Abbildung 37 gezeigten. 
 
TapL         PLLAALPRFHVRGPAEKLFEEAYDWARPMTDDECMLRYLVGIDVNMAFAAGANGLTVGLG 450 
Tap_pAL1     ---------------IRTLEADALWSRVPTSTELEHKYLHAYDRGGSYLAGVSGLDLGIG 1481 
                             : :*    *:*  *. *   :** . * . :: **..** :*:* 
 
                                               1 
TapL         APTRVER-PAFDAKLPGSWLVDLSHVDLSRVKVGK-EWAELDASLLPSPFTPKGERPEGPA 509 
Tap_pAL1     DPTYHPSGVAFDKKKPGYWRVNMP---------EKTEW------LAPNPLDPQNRAINGLT 1527 
              **      *** * ** * *::.          * **      * *.*: *:..  :* : 
 
Consensus          3       4 3        4 
TapL         WYATPTVAYAKELGYEVRPVEAWVRYEN-GRYLDGWYQRLRDAYLATMSDLGVDADRTPDD 569 
Tap_pAL1     WVSTPTLDVAVELGYELEVTEAYV-WEKKSRILDTWYERVRDARTLLD------------- 1574 
             * :***:  * *****:. .**:* :*: .* ** **:*:*** 
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von TpgL und TapL nachgewiesen wurde und TapL nur in der das TPR-1-Motiv putativ 
beinhaltenden Sequenz zu TAPpAL1 homolog ist, untermauert dies nochmals die Hypothese, 
dass dieses Motiv in TAPpAL1 eine potentielle Interaktionsstelle für TPpAL1 darstellt. Aufgrund des 
Fehlens eines HTH-DNA-Bindemotivs in TAPpAL1 ist der N-terminale Bereich von TapL, für den 
ein solches Motiv postuliert wurde (Bao & Cohen, 2003), nicht homolog zu TAPpAL1.  
Die Homologie von TAPpAL1 mit dem aus R. erythropolis stammenden pBD.007 ist hingegen 
besonders in den Motiven A, B, 2b und TPR-1 stark ausgeprägt. Bis auf einen Tyrosinrest in 
Motiv A konnten alle putativ katalytischen Reste, die in TAPpAL1 gefunden wurden, ebenfalls in 
pBD2.007 identifiziert werden (Abbildung 37). Zusammen mit den stark ausgeprägten 
Homologien von pBD2.007 mit einer Region von TAPpAL1, in der ein TPR-1-Motiv postuliert 
wurde (Abbildung 37), lässt dies auf eine Funktion dieses Protein als Typ B DNA-Polymerase 
schließen, die wie TAPpAL1 Protein-primer (möglicherweise pBD2.006) nutzen kann. Die stark 
ausgeprägte Homologie von TPpAL1 und TAPpAL1 zu den Orthologen pBD2.006 und pBD2.007 
von R. erythropolis, besonders auch im Hinblick auf die Homologien in denselben 
vorhergesagten Domänen und die konservierten Reste in den Polymerasemotiven, lassen auf 
einen pAL1-ähnlichen Replikationsmechanismus von pBD2 schließen. 
 
4.3 Hypothesen zum Replikationsmechanismus von pAL1 
Unter Berücksichtigung der berechneten Sekundärstruktur der pAL1-Termini (Abbildung 5) 
scheint das für die Invertrons der Streptomyceten postulierte „Fold-back“-Modell (Abbildung 3) 
als Modell für den Replikationsmechanismus von pAL1 wenig wahrscheinlich. Unter der 
Annahme, dass die Sekundärstrukturberechnungen für die pAL1-Termini korrekt sind, scheint 
es keine in beiden Termini konservierte Sekundärstruktur zu geben, die von nur einem Protein 
spezifisch erkannt und gebunden werden könnte. Außerdem weist die vorhergesagte 
Sekundärstruktur beider pAL1-Termini große, nicht-hybridisierende Regionen auf, die für eine 
ssDNA-spezifische Endonuklease anfällig sein können. Die berechneten Sekundärstrukturen 
bisher untersuchter linearer Replikons von Streptomyces spp. sind im Vergleich dazu sehr 
homolog zueinander und weisen charakteristische Haarnadelstrukturen auf (Abbildung 2). Für 
eine initiale Bindung an den stark divergenten Sekundärstrukturen von pAL1 wären zwei 
unterschiedliche Proteine oder spezielle Mediator-Proteine nötig, die an diesen 
Sekundärstrukturen binden und  mit TPpAL1 interagieren. Die auf pAL1 von ORF102 und 
ORF103 codierten Proteine kamen als Kandidaten für eine spezifische Bindung der 
Sekundärstrukturen in Frage (Parschat et al., 2007), jedoch konnte gezeigt werden, dass beide 
Proteine unspezifisch ssDNA binden (3.2.3) und somit als alleinige Proteine für eine 
Sekundärstruktur-spezifische Bindung ausscheiden. Bei den Streptomyceten wurde ein solches 
unspezisches ssDNA-Bindeverhalten ebenfalls bei dem terminalen Protein TpgL beobachtet 
(Bao & Cohen, 2003). Jedoch konnte in Kombination mit einem weiteren Protein, TapL, eine 
4. Diskussion   91 
Spezifität gegenüber terminaler DNA von pSLA2 beobachtet werden (Bao & Cohen, 2003). Das 
von ORF102 auf pAL1 codierte Protein, TPpAL1, konnte als einziges terminales Protein von pAL1 
identifiziert werden (3.2.2) und in vivo Quervernetzungsversuche identifizierten das durch 
ORF101 ebenfalls auf pAL1 codierte Protein TAPpAL1 als Interaktionspartner von TPpAL1 (3.2.4). 
Unter der Annahme, dass TAPpAL1 eine ähnliche Funktion wie TapL einnehmen könnte, wurden 
DNA-Bindestudien mit MBP-pORF102 in Kombination mit MBP-TAPpAL1 durchgeführt. Dabei 
zeigte die Anwesenheit von TAPpAL1 keinen Einfluss auf das unspezifische ssDNA-
Bindeverhalten von TPpAL1 (3.3.2). Für TAPpAL1 allein konnten weder Bindungen mit ssDNA noch 
mit dsDNA nachgewiesen werden (3.3.2). Im Vergleich zu dem bei S. lividans für eine initiale 
DNA-Bindung verantwortlichen Protein, TapL (Bao & Cohen, 2003), konnte für TAPpAL1 kein 
HTH-Motiv für eine solche initiale Bindung vorhergesagt werden. Außerdem besitzt TAPpAL1 nur 
sehr schwache Homologien zu TapL und ist mit 1707 Aminosäuren mehr als doppelt so groß wie 
TapL. Ebenfalls gegen das „Fold-back“-Modell der Streptomyceten bei pAL1 spricht, dass in 
zwei unterschiedlichen Versuchsansätzen kein interner ORI bei pAL1 gefunden werden konnte. 
So wurden 5-10 kb Fragmente von interner pAL1-DNA in einen pUC18-Vektor (mit einer 
Chloramphenicol-Resistenzkassette) kloniert und diese Plasmide in einen pAL1-defizienten 
Stamm von A. nitroguajacolicus Rü61a transformiert (pers. Mitteilung Dr. Katja Parschat). Dabei 
konnten jedoch keine Klone selektiert werden, die ein entsprechendes Plasmid enthielten. Es 
konnten lediglich solche Klone selektiert werden, die die Resistenz-Kassette ektopisch integriert 
hatten. Ein ähnliches Ergebnis lieferte ein weiterer Versuch, in dem gezielt solche Fragmente in 
einen nicht in Arthrobacter replizierenden Vektor kloniert wurden, die mittels GC-Skew Analyse 
(Grigoriev, 1998) selektiert wurden (pers. Mitteilung Martin Wagenknecht).  
Im Gegensatz zum „Fold-back“-Modell der Streptomyceten scheint das „Sliding-back“-Modell 
des Bakteriophagen Φ29 sehr viel kongruenter zu den bisherigen Ergebnissen zum pAL1-
Replikationsmechanismus zu sein. Bei dem „Sliding-back“-Modell wird keine initiale, interne 
Replikation von einem internen ORI aus postuliert, sondern eine direkte, von einem Protein-
primer an den Termini des linearen Replikons ausgehende Replikation (1.2). Es konnte gezeigt 
werden, dass für eine komplette Replikation des Φ29-Genoms (ca. 20 kb) lediglich das TP 
(Protein p3) und die DNA-Polymerase (Protein p2) erforderlich sind (Blanco & Salas, 1985). 
Jedoch ist dabei zu beachten, dass in einer vorherigen Reaktion TP-Φ29-DNA-Initiations-
komplexe isoliert wurden, die dann im eigentlichen Versuch als template eingesetzt wurden. 
Wurde Φ29-DNA als template eingesetzt, die keine kovalent gebundenen TPs besass, konnte 
diese nicht repliziert werden. Die Replikationsgeschwindigkeit war mit 10 Nukleotiden pro 
Sekunde sehr gering. Wahrscheinlich sind noch weitere Proteine für eine effiziente in vitro-
Replikation nötig, wie beispielsweise das zur initialen dsDNA-Aufschmelzung erforderliche 
Protein p6 (Serrano et al., 1990; vgl. 1.2). Dies wird auch aus dem zur PCR-Anwendung 
bestehenden Patent mit der Φ29 DNA-Polymerase deutlich, in dem zunächst vor Zugabe der 
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Φ29 DNA-Polymerase die initiale dsDNA-Aufschmelzung thermisch erfolgen muss und in jedem 
weiteren Zyklus nach einer thermischen Denaturierung der DNA erneut native Φ29 DNA-
Polymerase zugegeben werden muss („PHI29 DNA polymerase“, United States Patent 
5198543). Die Φ29 DNA-Polymerase besitzt im Gegensatz zu TAPpAL1 keine DNA-
Helikaseaktivität und kann den Folgestrang nur durch Verdrängung des alten komplementären 
Stranges synthetisieren. Für TAPpAL1 konnte jedoch ein Realtime-PCR-System entwickelt 
werden, in dem nur mit TPpAL1 und TAPpAL1 als Proteinkomponenten eine exponentielle 
Amplifikation von sowohl ssDNA als auch dsDNA beobachtet werden konnte (3.3.5). Eine 
Amplifikation von dsDNA ist durch eine initiale Aufschmelzung in ssDNA durch die 
Helikasefunktion von TAPpAL1 (3.3.4) möglich. Somit scheint TAPpAL1 selbst initial dsDNA 
aufzuschmelzen, an die dann das ssDNA-Bindeprotein TPpAL1 binden kann. Möglicherweise wird 
durch das initiale Aufschmelzen der terminalen Regionen von dsDNA die Spezifität von TPpAL1 
erzeugt, da es nur ssDNA bindet und somit auch zunächst nur die anfänglich generierte ssDNA 
am Terminus bindet. Da ebenfalls eine exponentielle Amplifikation durch TAPpAL1 von ssDNA als 
template in Gegenwart von DNA-primern beobachtet werden konnte (3.3.5), scheint TAPpAL1 
auch in Gegenwart von DNA-primern einen solchen Mechanismus auszuüben. 
Nach den bisherigen Erkenntnissen über das terminale Protein, TPpAL1, und die Replikase, 
TAPpAL1, lässt sich noch kein in allen Details bestätigtes Replikationsmodell für pAL1 
postulieren. Außerdem ist es unsicher, ob weitere akzessorische Proteine nötig sind, um eine 
vollständige Replikation von pAL1 zu ermöglichen. Zwar deuten in vivo Quervernetzungs-
versuche auf eine Interaktion von TPpAL1 mit TAPpAL1 hin (3.2.4), jedoch schließt das nicht die 
Beteiligung weiterer Proteine bei der Replikation von pAL1 aus. In enger Anlehnung an das 
Replikationsmodell des Bakteriophagen Φ29 kann unter Vorbehalt jedoch ein erstes, 
hypothetisches Replikationsmodell diskutiert werden (Abbildung 40). In diesem schmilzt TAPpAL1 
zunächst dsDNA auf und an die frei werdende ssDNA kann TPpAL1 binden (Abbildung 40,  
Schritt 1). Dieses Postulat wird durch die in der Realtime-PCR erzielten Ergebnisse gestützt, in 
der dsDNA durch TAPpAL1 in Gegenwart von TPpAL1 als Protein-primer exponentiell amplifiziert 
werden konnte (3.3.5). Noch ist unsicher, ob TPpAL1 erst nach seiner Bindung an ssDNA 
template-abhängig oder davor, template-unabhängig, durch TAPpAL1 mit dem ersten Nukleotid 
modifiziert wird. Zwar lassen erste Versuche vermuten, dass eine template-unabhängige 
TAPpAL1-katalysierte Kondensation von dCTP [α-32P] an TPpAL1 möglich ist (3.3.5, vgl. Abbildung 
28), jedoch konnte das Vorhandensein von Fremd-DNA nicht ausgeschlossen werden, die als 
template gedient haben könnte. In enger Anlehnung an das Replikationssystem des 
Bakteriophagen Φ29 ist eine Kondensation des zur zweiten Base des templates 
komplementären Nukleotids an TPpAL1 nach dessen Binding am template dargestellt (Abbildung 
40, Schritt 2). Im letzten Schritt kommt es zum „sliding-back“ des Komplexes zum Terminus und 
TAPpAL1 kann den kompletten Strang ausgehend vom ersten an TPpAL1 kondensierten Nukleotid 
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synthetisieren (Abbildung 40, Schritt 3). Allerdings könnte es auch sein, dass entweder vorher 
mit einem dNMP modifiziertes TPpAL1 oder unmodifiziertes TPpAL1 am Terminus der ssDNA 
bindet und dass TAPpAL1 von dort aus direkt mit der Synthese des Stranges beginnen kann. Bei 
dieser Möglichkeit wäre ein „sliding-back“-Mechanismus obsolet. 
Bemerkenswert ist, dass die DNA-Polymerisationsgeschwindigkeit von TAPpAL1 in Kombination 
mit TPpAL1 als Protein-primer template-abhängig ist (3.3.5). Es konnte beobachtet werden, dass 
ein 3’-terminales dGMP im template die höchste Polymerisationsgeschwindigkeit erzielte (3.3.5, 
vgl. Abbildung 34). Dies lässt auf die Kondensation eines dCMP als erstes Nukleotid an die freie 
Hydroxylgruppe von TPpAL1 schließen. Interessanterweise wurde für die Replikation des 
Bakteriophagen GA-1 ein ähnliches Verhalten gezeigt. Bei dieser als „sliding-back“-Replikation 
postulierten DNA-Polymerisation konnte eine unterschiedliche Elongations-Effizienz abhängig 
vom jeweiligen template gezeigt werden (Illana et al., 1996). Dabei zeigte sich die beste 
Effizienz mit einem ssDNA-template, welches die Phagen-TIRs besaß. Die beste DNA-
Polymerisationsgeschwindigkeit von TAPpAL1 wurde mit den templates erzielt, die in ihrer letzten 
3’-Base den Termini von pAL1 entsprachen (G, vgl. Abbildung 34). Dies deutet auf eine 
bevorzugte Modifikation von TPpAL1 durch TAPpAL1 mit einem dCMP hin. Unter der Prämisse, 
dass die template-Abhängigkeit der DNA-Polymerisationsgeschwindigkeit von dem bevorzugten 
Einbau von dCMP in TPpAL1 abhängig ist, deutet dies auf den Einbau des ersten Nukleotids 
komplemetär zu der ersten Position am 3’-pAL1-Terminus hin. Damit wäre eine direkte 
Polymerisation des komplementären Stranges ohne vorheriges Zurückweichen des Komplexes 
zur terminalen Base, wie im „sliding-back“-Modell des Bakteriophagen Φ29 möglich. Vergleicht 
man die TIRs bekannter Invertrons von Rhodococcus spp. mit pAL1, so können die terminalen 
Basen fast ausnahmslos als konserviert angesehen werden (Abbildung 39). 
 
 
 
Abbildung 39: Die Termini von pAL1 und linearer Replikons von Rhodococcus spp. Gezeigt sind 
jeweils die zehn letzten Nukleotide (in 5’-3’ Richtung). Die TIRs sind in großen Buchstaben 
dargestellt, während die konservierten terminalen Nukleotide grau hinterlegt sind.  
pBD2 = Invertron aus R. erythropolis (GenBank-Nr. AY223810.1);  
pREL1 = Invertron aus R. erythropolis PR4 (GenBank-Nr. AP008931.1);  
pRHL2 = Invertron aus R. jostii RHA1 (GenBank-Nr. CP000433.1). 
 
pAL1    CCTGCgggga...gcccaGCAGG 
pBD2    CCttcggggc...agcgccgcGG 
pREL1   CGtcgggagg...gagcgccgCG 
pRHL2   CCGtcgggag...agcgccgCGG 
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Abbildung 40: Hypothetisches Replikationsmodell von pAL1 in enger Anlehnung an das 
Replikationsmodell des Bakteriophagen Φ29. Die DNA-Helikasedomäne von TAPpAL1 ist in Blau 
dargestellt, während die DNA-Polymerasedomäne in Gelb dargestellt ist. Diese Modellvorstellung 
basiert auf dem „sliding-back“-Modell des Bakteriophagen Φ29. (modifizierte Abbildung von 
http://commons.wikimedia.org/w/thumb.php?f= DNA%20replication%20de.svg&width=2000px) 
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Die Verwandtschaft von TPpAL1 und TAPpAL1 zu Proteinen von Rhodococcus spp.  zusammen mit 
den konservierten terminalen Nukleotiden von pAL1 und den Invertrons von Rhodococcus spp. 
lassen auf einen pAL1-ähnlichen Replikationsmechanismus bei diesen linearen Replikons in 
Rhodococcus spp. schließen. Diese Hypothese wird von der schon früher aufgestellten 
Behauptung gestützt, dass die sehr kurzen TIRs der Invertrons von Rhodococcus spp. (teilweise 
nur 2 Nukleotide lang) eine essentielle Rolle in deren Replikation spielen (Kalkus et al., 1998; 
Stecker et al., 2003). Lineare Replikons actinomycetalen Ursprungs mit einem internen ORI, wie 
beispielsweise pRHL3 aus R. jostii RHA1 (Warren et al., 2004; GenBank-Nr. CP000434.1) oder 
pCLP aus M. celatum (Picardeau et al., 2000; GenBank-Nr. AF312688.1), besitzen weitaus 
längere TIRs und gleichen mit ihren langen palindromischen Sequenzen eher den linearen 
Replikons von Streptomyces spp.. 
 
4.4 Ausblick 
In weiterführenden Versuchen sollte zunächst die radioaktive Desoxynukleotidylierung von 
TPpAL1 durch TAPpAL1 wiederholt werden, da im ersten Versuch kein distinktes Signal detektiert 
worden ist (3.3.5, Abbildung 28). Möglicherweise ist ein solches indifferentes Signal durch noch 
an TPpAL1 anhaftende DNA entstanden. In ähnlichen Versuchen wird nach einer entsprechenden 
Reaktion das Reaktionsgemisch mit einer Nuklease behandelt und die entstehenden DNA-
Fragmente bzw. dNMPs mittels einer Gelfiltration werden entfernt, wie beispielsweise bei dem 
TP des Bakteriophagen GA-1 (Illana et al., 1996). Ein analog durchgeführter Versuch sollte 
distinktere Signale hervorbringen und die Frage der Spezifität gegenüber unterschiedlicher 
dNMPs klären, mit denen TAPpAL1 den Protein-primer TPpAL1 modifiziert. Dabei sollten die 
Versuche in Anwesenheit unterschiedlicher templates durchgeführt werden, um einen Einfluss 
der templates sowohl auf die Modifikationseffizienz als auch auf die Spezifität zu untersuchen. 
Da erste Versuche auf eine Modifikation von TPpAL1 durch TAPpAL1 in Abwesenheit von template 
hinwiesen (3.3.5, Abbildung 28), sollte dieser Versuch mit entsprechenden Proben, die zuvor mit 
Nuklease behandelt wurden, besonders auch im Hinblick auf die Spezifität des Einbaus eines 
bestimmten dNTPs in TPpAL1 wiederholt werden. Möglicherweise führte auch hier TPpAL1 
anhaftende DNA zu einem Signal. Falls diese Versuche bzw. einer von ihnen distinkte Signale 
liefern, könnte in einem parallelen Ansatz, der mit nicht-radioaktiven dNTPs in Anwesenheit 
bzw. Abwesenheit von template durchgeführt wird, modifiziertes TPpAL1 für eine 
massenspektrometrische Analyse gewonnen werden. Nach einem proteolytischen Verdau des 
Protein könnte man durch eine solche Analytik das um die Masse des entsprechenden dNMPs 
modifizierte Peptid in TPpAL1 identifizieren. Mittels einer gekoppelten MS/MS Analytik könnte 
man dieses Peptid weiter fragmentieren und somit die um die zusätzliche Masse eines dNMPs 
modifizierte Aminosäure identifizieren. 
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Da TAPpAL1 ein Multidomänenprotein ist und für einige vorhergesagte Domänen nur Teilbereiche 
gefunden wurden, wäre eine Synthese einzelner Sequenzabschnitte, für die jeweils eine 
Domäne vorhergesagt wurde, interessant. Hiermit könnte zum einen die für die postulierte 
Funktion verantwortliche Sequenz verifiziert bzw. genauer eingegrenzt werden, und zum 
anderen der Einfluss der anderen Domänen auf die Aktivität des synthetisierten TAPpAL1-
Bereichs untersucht werden. So könnte beispielsweise auch die These, dass die sehr starke 
DNA-Helikaseaktivität von TAPpAL1 durch eine Stimulierung ausgehend von den übrigen 
Domänen zustande kommt (4.2), überprüft werden. Falls sich einzelne Sequenzabschnitte von 
TAPpAL1 mit der Ausprägung ihrer postulierten Funktion synthetisieren lassen, könnten 
ausgehend von den entsprechenden Expressionsvektoren ortsgerichtete spezifische Mutage-
nesen erfolgen. Das ursprüngliche Expressionsplasmid (pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-
His6, vgl. Abbildung 9) mit der vollständigen Sequenz für TAPpAL1 eignet sich aufgrund seiner 
Größe von 11,7 kb nicht gut für eine ortsgerichtete spezifische Mutagenese. Allerdings könnte 
dieses als Ausgangsplasmid für Deletionen innerhalb der für TAPpAL1 codierenden Sequenz 
dienen, um Teilbereiche von TAPpAL1 zu synthetisieren. Mit den so konstruierten Expressions-
plasmiden könnten sowohl die für die DNA-Helikase-Funktion (3.3.1) als auch die für die DNA-
Polymerase-Funktion (4.2, Tabelle 2) potentiellen essentiellen Reste, die als mögliche 
Bestandteile von konservierten Motiven indentifiziert wurden, ausgetauscht werden. 
Des Weiteren soll ein minimales in vitro-System zur kompletten Amplifikation von pAL1 etabliert 
werden. Ein solcher Versuch soll zeigen, ob TAPpAL1 und TPpAL1 ihr natives template, pAL1, 
komplett amplifizieren können. Ein ähnliches System wurde für die Replikation des 
Bakteriophagen Φ29 etabliert (Salas et al., 1995). Dabei wurde schon früh gezeigt, dass die 
Synthese des komplementären Stranges nur mit der Φ29 DNA-Polymerase und dem TP 
vonstatten gehen kann (Blanco & Salas, 1985), jedoch reichen diese beiden Protein-
komponenten nicht für eine exponentielle Amplifikation aus. Für eine solche exponentielle 
Amplifikation war ein System aus vier Proteinen vonnöten, welches neben der Φ29 DNA-
Polymerase (Protein p2) und dem TP (Protein p3) zusätzlich Protein p6 und Einzelstrang-
Bindeproteine (SSB, p5) als Proteinkomponenten enthielt. Erst in einem solchen System konnte 
eine 4000-fache Amplifikation des 19285 bp großen Φ29-Genoms innerhalb einer Stunde 
beobachtet werden (Salas et al., 1995). In dem zu entwickelnden pAL1-System würde ein p6-
ähnliches Protein wegfallen, da TAPpAL1 selbst DNA-Helikaseaktivität besitzt und gezeigt werden 
konnte, dass diese Aktivität während der DNA-Polymerisationsfunktion ebenfalls ausgeprägt 
wird und TAPpAL1 dsDNA als template amplifizieren kann. Allerdings könnte für ein solches 
System ein SSB-Protein benötigt werden, um die entstehende ssDNA zu stabilisieren und 
gleichzeitig vor einem Exonukleaseverdau zu schützen. Außerdem wurde für das SSB-Protein 
aus dem Φ29 Bakteriophagen postuliert, dass es die während der Replikation entstehenden 
Sekundärstrukturen der verdrängten ssDNA auflöst und damit erst eine Replikation ermöglichen 
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könnte (Salas et al., 1995). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass dieses Protein einen 
stimulierenden Einfluss auf die DNA-Replikation hat (Gutierrez et al., 1991). Auf pAL1 könnte 
ORF39 für ein solches SSB-Protein codieren (Parschat et al., 2007). Eine entsprechende 
Klonierung dieses Gens in einen geeigneten Expressionsvektor sollte erfolgen und heterolog 
synthetisiertes Fusionsprotein sollte angereichert werden. Als template für ein solches System 
sollte das nach einer Pulsfeldgelelektrophorese gewonnene pAL1 dienen. Somit könnte ein in 
vitro pAL1-Amplifikationssystem mit den Proteinkomponenten TAPpAL1 als DNA-Polymerase, 
TPpAL1 als Protein-primer und pORF39 als SSB entwickelt werden. Gleichzeitig könnte mit 
isoliertem pORF39 als potentielles SSB der potentiell stimulierende Einfluss auf die 
Polymerisationsgeschwindigkeit von TAPpAL1 in einer Realtime-PCR untersucht werden.  
In einem weiteren Versuch soll parallel zum in vitro-System ein in vivo-System entwickelt 
werden. In einem solchen System soll ein artifizielles minimales Replikon erstellt werden. Dazu 
soll ein lineares, kurzes dsDNA-Fragment mit kurzen pAL1-Termini und einer in Arthrobacter 
spp. etablierbaren Erythromycinresistenzkassette mit TPpAL1 und TAPpAL1 amplifiziert werden. 
Die so amplifizierte DNA mit kovalent an den 5’-Enden gebundenen TPs sollte dann in  
A. nitroguajacolicus Rü61a transformiert werden. Wenn der Stamm die auf pAL1 codierten 
Proteine zur Amplifikation dieses Konstruktes nutzen kann, so wird dieses unverändert etabliert. 
Möglicherweise muss für eine effiziente Transformation das kovalent gebundene terminale 
Protein mittels einer Proteinase K-Behandlung verdaut werden. Jedoch würden dann noch an 
den 5’-Enden eine oder mehrere Aminosäuren verbleiben, die vor einem 5’-3’-Exonuklease-
verdau schützen würden, ähnlich wie es auch mit einer Exonuklease-Behandlung von isoliertem 
und Proteinase K-behandeltem pAL1 gezeigt werden konnte (Overhage et al., 2005). In einem 
vorangegangenen Versuch wurde das Konstrukt über eine klassische PCR amplifiziert und in A. 
nitroguajacolicus Rü61a transformiert. Dabei konnte das Konstrukt jedoch nicht etabliert werden 
und die Resistenzkassette wurde ektopisch integriert (pers. Mitteilung Martin Wagenknecht). Ein 
solches Verhalten könnte die Folge eines Exonukleaseverdaus von nicht geschützter 5’-
terminaler DNA gewesen sein. Ließe sich so ein mittels TPpAL1 geschütztes Konstrukt stabil in A. 
nitroguajacolicus Rü61a etablieren, so würde es die Replikationsmaschinerie des Stammes 
nutzen.  
In einem anschließenden Versuch könnten weitere Gene, die für eine Replikation dieses 
Invertrons nötig sein könnten, in dieses artifizielle Invertron kloniert werden. Als Kandidaten 
kämen die Gene pAL1.100-pAL1.103 in Frage, da deren homologe ORFs in Invertrons von 
Rhodococcus spp. ähnlich organisiert sind (pers. Mitteilung Martin Wagenknecht). Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass pAL1.100-pAL1.102 in einem tricistronischen Operon organisiert 
sind und deren Proteine daher möglicherweise an ähnlichen Funktionen beteiligt sind. 
Zusätzlich wäre die Klonierung von pAL1.39 sinnvoll, welches für das putative SSB codieren 
könnte. Ein solches artifizielles lineares Plasmid könnte nach dessen Amplifikation von TAPpAL1 
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in Gegenwart von TPpAL1 und anschließendem Proteinase K-Verdau in einen pAL1-defizienten 
Stamm von A. nitroguajacolicus Rü61a transformiert werden. Kann dieses Konstrukt in diesem 
Stamm etabliert werden, so zeigt dies, dass ein pAL1-unabhängiges Replikon erstellt werden 
konnte. Von diesem Replikon ausgehend können sukzessive Gene deletiert werden und die 
Transformationsprozedur wiederholt werden. Auf diese Weise könnte man ein minimales pAL1-
unabhängiges Replikon erhalten. Dieses Replikon könnte dann auch in Rhodococcus spp. 
transformiert werden, um die Etablierung dieses Replikons in nahe zu A. nitroguajacolicus 
Rü61a verwandte Spezies zu überprüfen. 
 
5. Zusammenfassung   99 
5 Zusammenfassung 
Das lineare Plasmid pAL1 von Arthrobacter nitroguajacolicus Rü61 besitzt terminal invertierte, 
repetitive Sequenzen (TIRs) und kovalent gebundene Proteine an den 5’-Enden. Das somit zu 
den genetischen Elementen der Invertrons zählende pAL1 ist das erste lineare Plasmid, 
welches aus einer Spezies der Gattung Arthrobacter isoliert worden ist. In dieser Arbeit sollten 
die am pAL1-Replikationsmechanismus beteiligten Proteine identifiziert und charakterisiert 
werden. Es konnte gezeigt werden, dass der auf pAL1 lokalisierte offene Leserahmen (ORF) 
102 für das an den 5’-Enden von pAL1 kovalent gebundene terminale Protein (TPpAL1) codiert. 
TPpAL1 zeigte als Maltosebindeprotein-Fusionsprotein in Gelretardationsversuchen ein 
unspezifisches Bindeverhalten gegenüber Einzelstrang-DNA (ssDNA). ORF101 ist ebenfalls auf 
pAL1 lokalisiert und codiert für ein Protein, welches durch in vivo Quervernetzungsversuche als 
Interaktionspartner von TPpAL1 identifiziert wurde. Dieses im Folgenden als Telomer-assoziiertes 
Protein (TAPpAL1) bezeichnete, 187 kDa große Protein zeigt eine vorhergesagte multiple 
Domänenstruktur, bestehend aus einer Zinkfinger-, einer Topoisomerase-/Primase- und einer 
unvollständigen DNA-Helikase-Domäne sowie einer unvollständigen DNA-Polymerase-Domäne. 
Mit dieser Domänenarchitektur ist TAPpAL1 einzigartig unter den bekannten Proteinen. In 
biochemischen Versuchen konnten die Topoisomerase-, die DNA-Helikase- und die DNA-
Polymerase-Aktivitäten von TAPpAL1 bestätigt werden. Bemerkenswerterweise wurde eine sehr 
hohe DNA-Helikaseaktivität mit einer Umsatzrate von ca. 10000 bp/s bzw. 60000 bp/s 
gegenüber überhängenden bzw. glatten DNA-Termini gemessen. Realtime-PCR-Versuche 
zeigten eine gleichzeitig während der DNA-Polymerisationsfunktion ausgeprägte DNA-
Helikasefunktion von TAPpAL1. Bei diesen Versuchen konnte TAPpAL1 sowohl DNA-primer als 
auch TPpAL1 als Protein-primer nutzen. Allerdings war die DNA-Polymerisationsgeschwindigkeit 
von TAPpAL1 in Gegenwart von TPpAL1 als Protein-primer template-abhängig. Die höchste DNA-
Polymerisationsgeschwindigkeit wurde mit einem template erreicht, welches 3’-terminal auf G 
endete, während mit auf T, A oder C 3’-terminal endenden templates, welche ansonsten in ihrer 
Sequenz identisch waren, in dieser Reihenfolge schwächer werdende DNA-Polymerisations-
geschwindigkeiten beobachtet wurden. Zusammen mit den kurzen TIRs von pAL1 und den 
berechneten Sekundärstrukturen der pAL1-Termini deuten diese Ergebnisse auf ein dem 
Replikationsmechanismus des Bakteriophagen Φ29 ähnliches Replikationssystem von pAL1 
hin. Dabei geht die Replikation nicht von einem internen Replikationsursprung aus, wie für die 
Replikation linearer Plasmide der Streptomyceten nachgewiesen, sondern von den Termini des 
Invertrons. In einer ersten Modellvorstellung, die sich an das Replikationsmodell des 
Bakteriophagen Φ29 anlehnt, wird davon ausgegangen, dass initial die dopplesträngige pAL1-
DNA durch TAPpAL1 teilweise aufgeschmolzen wird. Gleichzeitig kann dann TPpAL1 an diese 
Einzelstrang-DNA binden und mit einer freien Hydroxylgruppe die erste Verknüpfungsstelle mit 
einem Nukleotid zur Verfügung stellen. TAPpAL1 kann daraufhin ausgehend von TPpAL1 unter 
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gleichzeitiger Ausprägung seiner Polymerase- und Helikaseaktivität den kompletten 
komplementären Strang synthetisieren. 
Die starke Verwandtschaft von TPpAL1 und TAPpAL1 mit Proteinen von Rhodococcus spp. und die 
ähnliche TIR-Struktur der Invertrons von Rhodococcus spp. lässt einen ähnlichen 
Replikationsmechanismus dieser linearen Replikons vermuten. 
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6 Summary 
The linear plasmid pAL1 of Arthrobacter nitroguajacolicus Rü61a is an invertron-type genetic 
element, characterized by terminal inverted repeats (TIRs) and terminal proteins covalently 
bound to its 5´-ends. pAL1 is the first linear plasmid, isolated from a species of the genus 
Arthrobacter. The scope of this work was to identify and characterize the proteins involved in the 
mechanism of replication of pAL1. It was demonstrated, that the protein coded by open reading 
frame (ORF) 102 of pAL1 is the terminal protein of pAL1 (TPpAL1), which was covalenty attached 
to the 5’-ends of this invertron. The maltose binding protein fusion protein of TPpAL1 was shown 
to bind unspecifically to single-stranded DNA. In vivo crosslinking assays showed that ORF101, 
which is also located on pAL1, codes for a protein that interacts with TPpAL1. This protein with a 
molecular mass of 187 kDa was termed telomere-associated protein of pAL1 (TAPpAL1) and is 
supposed to contain multiple domains, consisting of a zincfinger-, a topoisomerase-/primase-, 
an incomplete DNA-helicase- and an incomplete DNA-polymerase-domain. This domain 
architecture is unique among all hitherto characterized proteins. Biochemical assays confirmed 
the predicted activities of a topoisomerase, DNA-helicase and a DNA-polymerase. It is 
interesting, that DNA-helicase activity of TAPpAL1 was extraordinarily high with turnover rates of 
about 10,000 bp/s and 60,000 bp/s concerning DNA with sticky and blunt ends, respectively. 
Realtime-PCR assays implied a coexistent DNA-helicase activity in the course of the DNA-
polymerase activity of TAPpAL1. In realtime-PCR assays DNA-primers as well as TPpAL1 as 
protein-primers were used successfully. The DNA-polymerase activity, however, was dependent 
on the template when TPpAL1 was used as a protein-primer. The highest DNA-polymerase 
activity was observed with a template ending in a 3’-terminal G. When using templates ending in 
3’-terminal T, A or C with otherwise identical sequence the DNA-polymerase activity 
successively decreased. Considering this as well as the short TIRs of pAL1 and the predicted 
secondary stuctures of the pAL1 termini, these results tentatively suggest a mechanism of 
replication for pAL1 similar to that of bacteriophage Φ29. The replication does not start from an 
internal origin of replication like it was shown for the replication of linear plasmids of 
Streptomycetes, but from the termini of the invertron. In a first model of replication, based on the 
model of replication of bacteriophage Φ29, it is assumed that in an initial step, the double-
stranded pAL1-DNA is partly unwound by TAPpAL1 initially. TPpAL1 can concomitantly bind this 
single-stranded DNA and provide a free hydroxyl group serving as the first 
desoxynucleotidylation site. Starting off from TPpAL1, TAPpAL1 can then synthesise the complete 
complementary strand while simultaneously maintaining its polymerase- and helicase activity. 
The strong resemblance of TPpAL1 and TAPpAL1 with proteins of Rhodococcus spp. and the 
similar TIR-structure of the invertrons of Rhodococcus spp. suggest an analogous mechanism of 
replication for these linear replicons. 
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 Tabelle A1: Kombinationen von primern, template, DNA-Polymerase, annealing-Temperaturen und Elongationszeiten für die PCR-Ansätze (2.5.5). 
primer-Paar template verwendete 
Polymerase 
annealing-
Temperatur 
Elongations- 
zeit 
Zyklen Verwendungszweck des Amplifikates 
pMalE-XAfor 
pMalE-XArev 
pMAL-c2x (2.3.2) Phusion® 
Hot Start 
68°C 30 s 35 
Konstruktion von 
pART2MalE 
pMalE-XA102for 
pMalE-XA102rev 
Gesamt-DNA  
A. nitroguajacolicus Rü61a 
Phusion® 
Hot Start 
65°C 20 s 35 
Konstruktion von 
pART2MalE::ORF102 
pMalE-XA103for 
pMalE-XA103rev 
Gesamt-DNA  
A. nitroguajacolicus Rü61a 
Phusion® 
Hot Start 
65°C 20 s 35 
Konstruktion von 
pART2MalE::ORF103 
pMalE_NdeIfor 
pMalE_XhoIrev 
pMAL-c2x (2.3.2) Phusion® 
Hot Start 
65°C 30 s 35 
Konstruktion von  
pET-22b(+)::MalE-His6 
pTAP_NdeIfor 
pTAP_Hind_1rev 
Gesamt-DNA  
A. nitroguajacolicus Rü61a 
Phusion® 
Hot Start 
65°C 100 s 30 
Konstruktion von  
pET-22b(+)::ORF101(bp 1-3181)-His6 
pTAP_Hind_2for 
pTAP_XhoIrev 
Gesamt-DNA  
A. nitroguajacolicus Rü61a 
Phusion® 
Hot Start 
68°C 60 s 30 
Konstruktion von  
pET-22b(+)::ORF101-His6 
pMalE_NdeIfor 
pMalE_His6XArev 
pMAL-c2x (2.3.2) Phusion® 
Hot Start 
61°C 35 s 30 
Konstruktion von pET-22b(+)::MalE-
XA-His7-ORF101-His6 
pMalE_Seqfor 
T7term 
Klone mit pET-22b(+)::MalE-His6 
(2.3.1) GoTAQ® 63°C 20 s 30 
Überprüfung von  
pET-22b(+)::MalE-His6 
TapSeq4 
T7term 
Klone mit pET-22b(+):: 
ORF101(bp 1-3181)-His6 (2.3.3) 
GoTAQ® 62°C 30 s 30 
Überprüfung von pET-22b(+):: 
ORF101(bp 1-3181)-His6 
TapSeq 
T7term 
Klone mit pET-22b(+):: 
ORF101-His6 (2.3.3) 
GoTAQ® 62°C 30 s 30 
Überprüfung von  
pET-22b(+)::ORF101-His6 
T7for 
pMalE_Seqrev 
Klone mit pET-22b(+)::MalE-XA-
His7-ORF101-His6 (2.3.3) 
GoTAQ® 60 °C 45 s 30 
Überprüfung von pET-22b(+)::MalE-
XA-His7-ORF101-His6 
A
nh
a
ng
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 Tabelle A2: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten primer (synthetisiert von der Firma Microsynth). Die über Klonierungs-primer eingeführten 
Restriktionssequenzen sind unterstrichen. Start-Codons sind kursiv dargestellt. Die Triplett-Unterteilung der Sequenz der Klonierungs-primer entspricht 
dem Leserahmen, in dem sich das zu klonierende Gen befindet. DIG kennzeichnet eine Endmarkierung mit Digoxigenin. 
Klonierungs-primer (2.5.5) 
primer-
Bezeichnung 
Sequenz (in 5’-3’ Richtung) Verwendungszweck 
pMalE-XAfor C GCG GAT CCG AGT CCG TTT AGG TGT TTT CAC 
Klonierung von malE über BamHI 
(Genstart) in pART2 
pMalE-XArev TTG GCG CGC CAA AGT CTG CGC GTC TTT CAG GG 
Klonierung von malE über DraI 
(Genende) in pART2 
pMalE-XA102for TTG GCG CGC CAA ATC TAC GAA GAC GTC AGC AAC GTT G 
Klonierung von pAL1.102 über SgsI 
(Genstart) in pART2MalE 
pMalE-XA102rev GCT CTA GAG AGG GAA CGC GGG TC 
Klonierung von pAL1.102 über XbaI 
(Genende) in pART2MalE 
pMalE-XA103for TTG GCG CGC CAA CCG GCT GAC TCG GCA GC 
Klonierung von pAL1.103 über SgsI 
(Genstart) in pART2MalE 
pMalE-XA103rev GCT CTA GAG CCT AGT CCT GGC GGC 
Klonierung von pAL1.103 über XbaI 
(Genende) in pART2MalE 
pMalE_NdeIfor G GAA TTC CAT ATG AAA ATC GAA GAA GGT AAA CTG GTA ATC 
Klonierung von malE über NdeI 
(Genstart) in pET-22b(+) 
pMalE_XhoIrev CCG CTC GAG AGT CTG CGC GTC 
Klonierung von malE über XhoI 
(Genende) in pET-22b(+) 
pMalE_His6XArev G GAA TCC CAT ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG CCT TCC CTC GAT CCC G 
Klonierung von malE über NdeI 
(Genende) in pET-22b(+) mit XA-His6 
pTAP_NdeIfor GG GAA TTC CAT ATG AGC AGC CAG CCG GAT C 
Klonierung von pAL1.101 (bp 1-3181)  
über NdeI (Genstart) in pET-22b(+) 
A
nh
a
ng
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 pTAP_Hind_1rev C GGG AAG CTT GAA GGG GC 
Klonierung von pAL1.101 (bp 1-3181)  
über HindIII (Genmitte) in pET-22b(+) 
pTAP_Hind_2for C AAG CTT CCC GAG CCT GTT AC 
Klonierung von pAL1.101 (bp 3182-5118) 
über HindIII (Genmitte) in pET-22b(+) 
pTAP_XhoIrev GGC CTC GAG TGC CTC CCA CAT TTC CAG 
Klonierung von pAL1.101 (bp 3182-5118) 
über XhoI (Genende) in pET-22b(+) 
 
Screening-primer (2.5.5) 
pMalE_Seqfor TTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTG Analyse auf malE-Insertion 
T7term TAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCC 
Analyse auf korrektes Insert in pET-
22b(+) (T7-TerminatorregionMCS) 
TapSeq4 TGGGACGCCATCTTCC 
Analyse auf pAL1.101-Insertion (bp 1-
3181) 
TapSeq GGCCTGCAGAAGCACTAC 
Analyse auf pAL1.101-Insertion (bp 3182-
5118) 
T7for CGAAATTAATACGACTCACTATAGG 
Analyse auf korrektes Insert in pET-
22b(+) (T7-PromotorMCS) 
pMalE_Seqrev CAGCAGCAATCAGCGG Analyse auf malE-Insertion 
 
Sequenzierungs-primer (2.5.6) 
pART2for ATAATTCTCGCTGCCGCTTC 
pMalE1_Seqfor AAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATC 
Sequenzierung von malE in  
pART2MalE 
pMalE2_Seqfor TTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTG 
Sequenzierung von pAL1.102 und 
pAL1.103  in pART2MalE::ORF102/3-XA 
T7for CGAAATTAATACGACTCACTATAGG 
T7term TAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCC 
Sequenzierung von malE  
in pET-22b(+)::MalE 
A
nh
a
ng
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 T7for CGAAATTAATACGACTCACTATAGG 
TapSeq2 CAGATCGAGGCCGGAG 
TapSeq5 GCAGCTCCAGTGCAATG 
TapSeq4 TGGGACGCCATCTTCC 
TapSeq3 CCACGCAGTGCTGAC 
T7term TAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCC 
Sequenzierung von pAL1.101 in 
pET-22b(+)::ORF101-His6 
T7for CGAAATTAATACGACTCACTATAGG 
pMalE2_Seqfor TTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTG 
Sequenzierung von malE in 
pET-22b(+)::MalE-XA-His7-ORF101-His6 
 
 
EMSA-primer (2.7.4) 
 
Rechts283for DIG-TGCCGTCACTCGGCCTGCATCC 
Rechts283rev CCTGCTGGGCAGGTCTGGCCGCGTT 
Amplifikation von 283 bp des rechten 
pAL1-Terminus (bp 112710-112992) 
Links285for DIG-CCTGCGGGGAAGGTGACCCGGGCTG 
Links285rev AGCGCCCGAAAGATGATAGGCAAGCTTCC 
Amplifikation von 285 bp des linken pAL1-
Terminus (bp 1-285) 
Intern284for DIG-GCGTTTTCGATGACGTCGTACC 
Intern284rev ACCGTCGTCAGCACCATGC 
Amplifikation von 284 bp einer internen 
pAL1-Region (bp 3045-3328) 
 
 
primer zur Identifikation des terminalen Proteins von pAL1 (2.7.6) 
 
Rechts283for TGCCGTCACTCGGCCTGCATCC 
Rechts283rev CCTGCTGGGCAGGTCTGGCCGCGTT 
Amplifikation von 283 bp des rechten 
pAL1-Terminus (bp 112710-112992) 
Links285for CCTGCGGGGAAGGTGACCCGGGCTG 
Links285rev AGCGCCCGAAAGATGATAGGCAAGCTTCC 
Amplifikation von 285 bp des linken pAL1-
Terminus (bp 1-285) 
Intern284for GCGTTTTCGATGACGTCGTACC 
Intern284rev ACCGTCGTCAGCACCATGC 
Amplifikation von 284 bp einer internen 
pAL1-Region (bp 3045-3328) 
chromfor GTAGCCATCGGGCTCAACTACACC 
chromrev AGATCGTTGGCAACCGCGTATCC 
Amplifikation von 251 bp chromosomaler 
DNA von A. nitroguajacolicus Rü61a 
A
nh
a
ng
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Realtime-PCR-primer und -templates (2.7.7.3.2) 
 
i251for GAAGTGCCGGATGTATGGG 
i251rev AGTACCCGGAGTATTACCACC 
Amplifikation von 251 bp eines internen 
pAL1-Fragments als dsDNA-template 
r283for TGCCGTCACTCGGCCTGCATCC 
r283rev CCTGCTGGGCAGGTCTGGCCGCGTT 
Amplifikation von 283 bp des rechten 
pAL1-Terminus als dsDNA-template 
l285for CCTGCGGGGAAGGTGACCCGGGCTG 
l285rev AGCGCCCGAAAGATGATAGGCAAGCTTCC 
Amplifikation von 285 bp des linken pAL1-
Terminus als dsDNA-template 
links70 
GTCCTGCTTGACCCGGCTTGCCGGGGCAGGGGAAA 
GAACCGGGCGCAGCCCGGGTCACCTTCCCCGCAGG 
70 bp ssDNA vom linken pAL1-Terminus 
als template 
rechts70 
CAACCCGGTGCGCCCGGCTTGCCGGTGTGCCCTGG 
AGCTGGCCGCAACGCGGCCAGACCTGCCCAGCAGG 
70 bp ssDNA vom rechten pAL1-
Terminus als template 
prot50C/G/A/T CTGATAGATTCATGAAGTGCGTAGCATGCAAGTTCCGTAAGAACTAGCCG/C/T/A 
Zufällige Sequenz von 50 Nukleotiden zur 
Verwendung als template 
links13t CCTGCGGGGAAGG 
links15g GTCCTGCTTGACCCG 
primer für die Amplifikation von links70 
A
nh
a
ng
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